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V4

Uéel pouziti

Test cobas® EGFR Mutation Test v2 je PCR test v redlném ¢ase pro kvalitativni detekci definovanych mutaci genu pro
receptor epidermalniho rustového faktoru (EGFR) u pacientti s nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC). Definované
mutace EGFR se detekuji pomoci DNA izolované z formalinem stabilizovanych naddorovych tkani v parafinu (FFPET)
nebo volné cirkulujici nadorové DNA (cfDNA) z plazmy ziskané z periferni plné krve s EDTA jako antikoagulantem.

Tento test je ur¢en jako doprovodny diagnosticky prostiedek pii vybéru pacientii s NSCLC k 1é¢b¢ inhibitory
tyrozinkinazové aktivity EGFR (v€etné cilenych 1é¢eb — viz Tab. 1 nize) v souladu s ptibalovou informaci schvaleného
1é¢ivého piipravku:

Tab. 1
Lécivo FFPET Plazma
TARCEVA® (erlotinib) Delece v exonu 19 a L858R Delece v exonu 19 a L858R
TAGRISSO® (osimertinib) Delece v exonu 19, L858R a T790M Delece v exonu 19, L858R a T790M
IRESSA® (gefitinib) Delece v exonu 19 a L858R Delece v exonu 19 a L858R

Je testovani vzorkll plazmy nejvhodnéjsi u pacientdl, u nichz nelze provést biopsii nadoru. Pacienti, u nichzZ jsou vysledky
tohoto testu s pouzitim vzorkd plazmy pro tyto mutace negativni, musi absolvovat rutinni biopsii tkan¢ a testovani mutaci
genu EGFR se vzorkem typu FFPET, je-li k dispozici.

Bezpecnost a ucinnost pripravku nebyla stanovena pro nasledujici mutace genu EGFR, kter¢ jsou také detekovany pomoci
testu cobas® EGFR Mutation Test v2:

Tab. 2
Lécivo FFPET Plazma
TARCEVA® (erlotinib) SZ;&;?I(,C;nzerce v exonu 20, T790M, S768lI :E;g)‘l(,omzerce v exonu 20, T790M, S768lI
TAGRISSO® (osimertinib) | G719X, inzerce v exonu 20, S768l a L861Q G719X, inzerce v exonu 20, S7681 a L861Q
IRESSA® (gefitinib) G719X, inzerce v exonu 20, T790M, S768I G719X, inzerce v exonu 20, T790M, S768I
alL861Q aL861Q

Test cobas® EGFR Mutation Test v2 pro pouZiti se vzorky plazmy zahrnuje semikvantitativni méfeni mutace

v exonech 18, 19, 20 a 21 genu EGFR. Toto méteni, uvadéné jako semikvantitativni index (SQI), koreluje s mnozstvim
cilové mutantni cfDNA v plazmé a miiZe se pouzit ke stanoveni zmén v nalozi cilové mutantni cfDNA v pribehu Casu
pro daného pacienta.

Pro manualni piipravu vzorki se vzorky FFPET zpracuji pomoci soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kit a vzorky
plazmy se zpracuji pomoci soupravy cobas® cfDNA Sample Preparation Kit. Pro automatizovanou amplifikaci a detekci
se pouzivé analyzator cobas® z 480.
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Souhrn a vyklad testu

Zakladni informace

Aktivaéni mutace v genu EGFR se vyskytuji zvlasté pti NSCLC a to vede ke konstitutivni aktivaci kinazové aktivity
bilkoviny EGFR, coz pfispiva k procesu onkogeneze.! Prevalence téchto mutaci v nahodné zvolenych pfipadech NSCLC
je asi 10-30 %.%3 Tyto mutace se viak vyskytuji ¢asté&ji, ale ne vyhradng, u nekufacek ¢i lehkych kuiadek asijského
pvodu s histologicky prokdzanym adenokarcinomem.*

Mezi nejcastejsi mutace genu EGFR u pacient s NSCLC patii rizné delece v exonu 19 a substitu¢ni mutace L858R

v exonu 21; tyto mutace spole&né tvofi piiblizn& 85 % mutaci EGFR pozorovanych u pacientl s NSCLC.’ Test cobas®
EGFR Mutation Test v2 (test cobas EGFR) je PCR test probihajici v realném case ur¢eny k detekci substitu¢nich mutaci
G719X v exonu 18, dele¢nich mutaci v exonu 19, substitu¢nich mutaci T790M a S7681 v exonu 20, inzerénich mutaci

v exonu 20 a substitu¢nich mutaci L858R a L861Q v exonu 21.

Test cobas EGFR se pouziva jako pomocny diagnosticky test pro pouziti pfipravku TARCEVA® (erlotinib), ktery
reverzibilng inhibuje kindzovou aktivitu EGFR a brani autofosforylaci rezidui tyrosinu souvisejicich s receptorem a tim
inhibuje navazujici signalni drahy, které podporuji pieziti bun&k a proliferaci. Vazebna afinita pfipravku TARCEVA® pro
dele¢ni mutace v exonu 19 genu EGFR nebo mutace v exonu 21 L858R je vyssi nez afinita pro receptor genu divokého
typu.® Pii klinickych hodnocenich se ukazalo, Ze v porovnani s pacienty 1é¢enymi pomoci chemoterapie je klinicky piinos
pravdépodobnéjsi u pacientii s pokro¢ilym NSCLC a dele¢nimi mutacemi v exonu 19 nebo substitu¢nimi mutacemi
L858R v exonu 21, ktefi byli 1é¢eni piipravkem TARCEVA® jako 1é¢bou prvni linie.*’

Test cobas EGFR se pouziva jako pomocny diagnosticky test pro pouziti pripravku TAGRISSO® (osimertinib), coz je
nereverzibilni inhibitor senzitivujicich mutaci EGFR TKI i rezistené¢nich mutaci T790M u pacientt s pokro¢ilym NSCLC.
TAGRISSO® inhibuje kindzovou aktivitu EGFR, coZ inhibuje kaskadu nitrobun&nych navazujicich signalnich drah, které
podporuji bun&&nou proliferaci, pieziti a angiogenezi.® Pfi klinickych hodnocenich se ukazalo, Ze klinicky pfinos je
pravdépodobny u pacientil s pokro¢ilym neskvamo6znim NSCLC se senzitivujici mutaci EGFR TKI, u nichz doslo

k progresi po 1écbé prvni generaci EGFR TKI a u nichz se vytvofila rezistencni mutace T790M v exonu 20, ktefi byli
1é¢eni piipravkem TAGRISSO®.” P¥i klinickém hodnoceni faze 111 se ukazalo, Ze pacienti s pokro¢ilymi nadory NSCLC
(pozitivni na deleci v exonu 19 nebo substituéni mutaci v exonu 21 L858R), kteii byli 1é&eni piipravkem TAGRISSO®
jako 1écbou prvni linie, méli vyssi klinicky pfinos v porovnani s pacienty 1é¢enymi prvni generaci EGFR TKI (gefitinib
nebo erlotinib).!°

Test cobas EGFR se pouziva jako pomocny diagnosticky test pro pouziti pfipravku IRESSA® (gefitinib), ktery
reverzibilné inhibuje kindzovou aktivitu EGFR a brani autofosforylaci rezidui tyrosinu souvisejicich s receptorem a tim
inhibuje navazujici signalni drahy, které podporuji preziti bun€k a proliferaci. Pii klinickych hodnocenich se ukazalo,

ze v porovnani s pacienty léCenymi pomoci chemoterapie je klinicky pfinos pravdépodobnéjsi u pacientii s pokro¢ilym
NSCLC a dele¢nimi mutacemi v exonu 19 nebo substitucnimi mutacemi L858R v exonu 21, ktefi byli 1éCeni ptripravkem
IRESSA® jako 1é¢bou prvni linie. !> 1213

Tab. 3 uvadi mutace EGFR detekované testem cobas EGFR.
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Tab. 3 Test cobas EGFR je urcen k detekci téchto mutaci
Skupina .
Exon mutr;ce Selk(vent_:e nukleove Nomenklatura proteini HGVS* Nomenklatura nukleotidi HGVS* COSMIC
EGFR yseliny EGFR ID
2156G>C LRG_304p1p.(Gly719AT) LRG_30411:0.2156G>C 6239
Exon18| G719X 2155GoA LRG_304p1:p.(Gly719Ser) LRG_304t1:c.2155G>A 6252
2155G>T LRG_304p1:p.(Gly719Cys) LRG_304t1:c.2155G>T 6253
2240 2257del12 | LRG_304p1:p.(Leu747_Thr751delinsSen) LRG_304t1:c.2240_2251delTAAGAGAAGCAA 6210
2239_2247del9 LRG_304p1:p.(Leu747_GIu749del) LRG_304t1:c.0239_2247delTTAAGAGAA 6218
2238 2255del18 | LRG_304pTp.(GIu746_Ser752delinsAsp) | LRG_304t1:c.0238_2255delATTAAGAGAAGCAACATC | 6220
2235_2249del15 LRG_304p1:p.(Glu746_Ala750del) LRG_304t1:c.0235_2249delGGAATTAAGAGAAGC | 6223
2236_2250del15 LRG_304p:p.(GIu746_Ala750del) LRG_304t1:c.0236_2250delGAATTAAGAGAAGCA | 6225
2239_2253del15 LRG_304pT:p.(Leu747_Thr751del) LRG_304t1:.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT | 6254
2239_2256del18 LRG_304p:p.(Leu747_Ser752del) LRG_30411:c.2239_2256delTTAAGAGAAGCAACATCT | 6255
2237 2254del18 | LRG_304pTp.(GIu746_Ser752delinsAla) | LRG_304t1:c.2237_2254delAATTAAGAGAAGCAACAT | 12367
2240_2254del15 LRG_304p1:p.(Leu747_Thr751del) LRG_304t1:c.0240_2254delTAAGAGAAGCAACAT | 12369
2240_2257del18 | LRG_304p1:p.(Leu747_Pro753delinsSer) | LRG_304t1:c.2240_2257delTAAGAGAAGCAACATCTC | 12370
2238 Z08TIOA | LRG_304pt:p.(Leu747_Ala750delinsPro) LRG_304t1:¢.2239_2248delinsC 12382
2239 22515C LRG_304pT:p.(Leu747_Th751delinsPro) LRG_304t1:c.2239_2251delinsC 12383
2237 22555T LRG_304p1:p.(GIu746_Ser752delinsVal) LRG_304t1:.0237 2255delinsT 12384
2235 22555AAT LRG_304p:p.(GIu746_Ser752delinslle) LRG_30411:0.2235_2256delinsAAT 12385
Exon19| Ex19Del | 2237 22525T LRG_304pT:p.(GIu746_Thr751delinsVal) LRG_304t1:.0237_2252delinsT 12386
2239 2258>CA LRG_304pTp.(Leu747_Pro753delinsGin) LRG_304t1:c.2239_2258delinsCA 12387
2230 2256>CAA | LRG_304pTp.(Leu747_Ser752delinsGin) LRG_304t1:c.0239_2256delinsCAA 12403
2237 2253>TTGCT | LRG_304pTp.(Glu746_Thr751delnsValAla) LRG_304t1:.0237_2253delinsTTGCT 12416
2238 22505GCA | LRG_304p1:p.(Leu747_Thi751delinsGin) LRG_30411:0.2238_2252delinsGCA 12419
2238 2248>GC LRG_304pT:p.(Leu747_Ala750delinsPro) LRG_304t1:¢.0238_2248delinsGC 12422
2237 2251del15 | LRG._304pT:p.(GIu746_Thr751delinsAla) LRG_304t1:.0237_2251deAATTAAGAGAAGCAA | 12678
2236_2253del18 LRG_304p1:p.(GIu746_Thr751del) LRG_30411:c.2236_2253delGAATTAAGAGAAGCAACA | 12728
2235 2248>AATTC | LRG_304p1:p.(Glu746_Ala750delnsliePro) LRG_30411:0.2235_2248delinsAATTC 13550
2235_22525AAT LRG_304p1:p.(GIu746_Thr751delinslle) LRG_30411:0.2235_2252delinsAAT 13551
2235 2251>AATTC | LRG_304p1:p.(GIu746_Th751delinsliePro) [RG_304t1:c.2235_2251delinsAATTC 13552
2253 2276del24 LRG_304p1:p.(Ser752_lle759del) LRG_304t1:0.2253 2276delVCTCCGARAGCCARCARG ) 13556
2237 2257>TCT | LRG_304p1:p.(Glu746_Pro753delnsValSer) LRG_304t1:0.2237 2257delinsTCT 18427
2238_2252del15 LRG_304pT:p.(Leu747 Thr751del) LRG_30411:0.2240_2254deITAAGAGAAGCAACAT | 23571
2233 2247del15 LRG_304pTp.(Lys745_Glu749del) LRG_304t1:.0233_2247deAAGGAATTAAGAGAA | 26038
S768 2303G>T LRG_304pT:p.(Ser768lle) LRG_304t1:c.2303G>T 6241
T790M 2360C>T LRG_304p7:p.(Thr790Met) LRG_304t1:c.2369C>T 6240
%338(7:2\288%?8(? LRG._304p1:p.(Ala767_Val769dup) LRG._304t1:¢.2300_2308dupCCAGCGTGG 12376
Evon 20 2319_2320insCAC LRG_304pTp.(His773dup) LRG_304t1:c.2317_2319dupCAC 12377
Ex20Ins 2310_231 1in§GGT LRG_304p1:p.(Asp770_Asn771insCly) LRG_304t1:c.2310_2311insGGT 12378
R anss LRG_304p1:p.(Ser768_Asp770dup) LRG_304t1:¢.2303_2311dupGCGTGGACA 13428
gggg—gg}%‘\&T LRG_304p1:p.(Ala767_Val769dup) LRG_304t1:¢.2309_2310delinsCCAGCGTGGAT 13558
oo 2573T>G LRG_304pT:p.(Leus58Arg) LRG_304t1:c.2573T>G 6224
Exon 21 2573_2574TG>GT LRG_304p1:p.(Leu858Arg) LRG_304t1:c.2573_2574delinsGT 12429
1861Q 2580T>A LRG_304pT:p.(Leusb1Gin) LRG_304t1:c.2582T>A 6213

* HGVS - Human Genome Variation Society (Spole¢nost pro variace lidského genomu)
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Principy postupu

Test cobas EGFR je zaloZen na dvou zakladnich postupech: (1) manualni ptiprava vzorku za Gcelem ziskani DNA
z FFPET nebo plazmy a (2) PCR amplifikace a detekce cilové DNA pomoci komplementarnich par primert
a oligonukleotidovych sond znacenych fluorescencnim barvivem. Test cobas EGFR je urcen k detekei téchto mutaci:

Exon 18: G719X (G719A, G719C a G719S)

Exon 19: delece a komplexni mutace (definované jako kombinace delece a inzerce)
Exon 20: S768I, T790M a inzerce

Exon 21: L858R a L861Q

Detekce mutaci je dosazeno prostiednictvim PCR analyzy pomoci analyzatoru cobas® z 480. V kazdém cyklu je zafazena
kontrola mutace a negativni kontrola pro potvrzeni platnosti cyklu.

Priprava vzorku

Soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kit a cobas® cfDNA Sample Preparation Kit jsou uréeny pro manudlni
ptipravu vzorkli z FFPET a plazmy v uvedeném potadi a jsou zaloZené na vazb¢€ nukleové kyseliny na skelna vlakna.
Proteaza a chaotropni lyticky/vazebny pufr uvoliiuji nukleové kyseliny a chrani uvolnénou DNA pfied piisobenim DNaz.
Nasledné je k lytické smési ptidan isopropanol a tato smes je pak centrifugovana ve sloupci s filtracni vlozkou ze
skelného vlakna. Pfi centrifugaci je DNA navazana na povrch filtru ze skelného vldkna. Nenavazané substance, jako soli,
bilkoviny a ostatni buné¢né necistoty, jsou odstranény centrifugaci. Adsorbované nukleové kyseliny jsou vymyty a poté
eluovany vodnym roztokem. V analyzatoru cobas® z 480 je amplifikovana a detekovéana cilovda DNA pomoci
amplifika¢nich a detek¢nich Cinidel dodavanych v souprave testu cobas EGFR.

PCR amplifikace

Volba cilové sekvence

Test cobas EGFR pouziva primery, které definuji ur¢ité sekvence parti bazi pro kazdou cilovou mutaci. Pro dele¢ni
mutace v exonu 19 jsou cilové sekvence v rozsahu 125 az 141 parh bazi; pro substitu¢ni mutaci L§58R v exonu 21

je cilova sekvence 138 parl bazi; pro substitu¢ni mutaci T790M v exonu 20, je cilova sekvence 118 part bazi; pro
substitu¢ni mutaci G719X v exonu 18 jsou cilové sekvence v rozsahu 104—106 part bazi; pro substitu¢ni mutaci S7681
v exonu 20 je cilova sekvence 133 part bazi; pro inzeréni mutace v exonu 20 jsou cilové sekvence v rozsahu 125 az
143 part bazi; pro substitucni mutaci L861Q v exonu 21 je cilova sekvence 129 part bazi. Amplifikace probiha pouze
v oblastech genu EGFR mezi primery, cely gen EGFR amplifikovan neni.

Amplifikace cile

Pro amplifikaci cile se pouziva derivat DNA polymerazy Z05-AS1 druhu Thermus. Nejdiive se smés PCR zahteje

za ucelem denaturace DNA a tim se odhali cilové sekvence pro primer. Béhem ochlazovani smési dochazi k anelaci
upstream a downstream primert k sekvencim cilové DNA. DNA polymeraza Z05 za pritomnosti dvojmocnych kovovych
kationtti a nadbytku dNTP kazdy anelovany primer prodluzuje a syntetizuje se druhy fet¢zec DNA. Tim se ukoncuje prvni
cyklus PCR, ktery poskytuje dvoutetézcovou kopii DNA, kterd zahrnuje cilové oblasti pari bazi genu EGFR. Tento
proces se n€kolikrat opakuje a v kazdém cyklu se efektivné zdvojnasobuje mnozstvi amplikonové DNA.
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Automaticka detekce mutace v realném case

Test cobas EGFR vyuziva technologii PCR v realném case. Kazda cilove specificka oligonukleotidova sonda v reakci je
oznacena fluorescencnim barvivem, které slouzi jako oznamovaci, a dalsi tlumici molekulou, ktera absorbuje a tlumi
fluorescencni emise z oznamovaciho barviva v intaktni sondé. Béhem kazdého cyklu amplifikace se sonda komplemen-
tarni k jednovlaknové DNA sekvenci v amplikonu vaze a nasledné je rozStépena 5' az 3' nukledzovou aktivitou DNA
polymerazy Z05-AS1. Jakmile je pomoci této nukledzové aktivity separovano oznamovaci barvivo od tlumiciho barviva,
je mozné po excitaci oznamovaciho barviva pfislu§nym svételnym spektrem méfit fluorescencni signal o specifické
vlnové délce. K oznaCovani mutaci, na které jsou testy zaméfeny, se pouzivaji Ctyii rizna oznamovaci barviva.
Amplifikace sedmi cilovych sekvenci EGFR je detekovana nezavisle ve tiech reakcich métenim fluorescence pii ¢tyfech
charakteristickych vinovych délkach v dedikovanych optickych kanalech.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny ze vzorku se dosahuje v testu cobas EGFR pouzitim enzymu AmpErase
(uracil-N-glykosylazy) a deoxyuridin trifosfatu (dUTP).!> Enzym AmpErase rozpozna a katalyzuje rozklad fetézci DNA
obsahujicich deoxyuridin, ale nikoliv DNA obsahujici thymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je vSak
vzdy ptitomen v amplikonu, diky pouziti dUTP namisto deoxythymidintrifosfatu jako jednoho z nukleotid trifosfatu

v ¢inidle Master Mix, takze deoxyuridin obsahuje pouze amplikon. V disledku pritomnosti deoxyuridinu je kontaminujici
amplikon citlivy vici destrukci enzymem AmpErase pted amplifikaci cilové DNA. Enzym AmpErase, ktery je obsazeny
v ¢inidlech Master Mix, katalyzuje rozs§tépeni DNA obsahujici deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim
deoxyribozového tetézce v pozici Cl. Kdyz je fetézec amplikonové DNA v prvnim tepelné cykliza¢nim kroku pfi
alkalickém pH zahtivan, §t€pi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase

je pti teplotach nad 55 °C, to je béhem fazi tepelného cyklu, neaktivni, a proto tercovy amplikon nerozklada. Bylo
prokazano, Ze test cobas EGFR inaktivoval mutantni amplikon EGFR obsahujici deoxyuridin.

07340761001-08CS
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CAST A: Uréeno pro pouziti se vzorky tkané

cobas® EGFR Mutation Test v2

U VZORKU TKANE POSTUPUJTE PODLE POKYNU V CASTI A.
U VZORKU PLAZMY POSTUPUJTE PODLE POKYNU V CASTI B.

CAST A: URCENO PRO POUZITI SE VZORKY TKANE

Pro izolaci DNA ze vzorki tkané viz soupravu cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190).

Materialy a ¢inidla

Materialy a €inidla, ktera jsou soucasti dodavky

Soupravy/Kazety

Soucasti a slozky €inidel

Mnozstvi na test

Bezpeénostni symboly a varovani

cobas® EGFR
Mutation Test v2
24 test(

(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-1

(EGFR Master Mix 1)

(M/N 06471366001)

Tris pufr

Chlorid draselny

Glycerol

EDTA

Tween 20

3,13 % dimetylsulfoxid

0,09 % azid sodny

< 0,10 % dNTPs

< 0,01 % Z05-AS1 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,01 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
(mikrobialni)

< 0,01 % Aptamer

< 0,01 % upstream a downstream EGFR primery

< 0,01 % fluorescenéné znacené sondy EGFR

2x0,48 ml

N/A

EGFR MMX-2

(EGFR Master Mix 2)

(M/N 06471382001)

Tris pufr

Chlorid draselny

Glycerol

EDTA

Tween 20

3,13 % dimetylsulfoxid

0,09 % azid sodny

< 0,10 % dNTPs

< 0,01 % Z05-AS1 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,01 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
(mikrobialni)

< 0,01 % Aptamer

< 0,01 % upstream a downstream EGFR primery

< 0,01 % fluorescenéné znacené sondy EGFR

2x0,48 ml

N/A
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cobas® EGFR Mutation Test v2

Soupravy/Kazety

Soucasti a slozky cinidel

Mnozstvi na test

Bezpeénostni symboly a varovani

cobas® EGFR
Mutation Test v2
24 test(

(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-3 v2

(EGFR Master Mix 3)

(M/N 07248610001)

Tris pufr

Chlorid draselny

Glycerol

EDTA

Tween 20

3,13 % dimetylsulfoxid

0,09 % azid sodny

< 0,10 % dNTPs

< 0,01 % Z05-AS1 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,01 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
(mikrobialni)

< 0,01 % Aptamer

< 0,01 % upstream a downstream EGFR primery

< 0,01 % fluorescenéné znacené sondy EGFR

2x%0,48 ml

N/A

MGAC
(Octan hofecnaty)
(M/N 05854326001)

Octan hofecnaty
0,09 % azid sodny

6x02ml

N/A

EGFR MC

(Kontrola mutace EGFR)

(M/N 06471455001)

Tris pufr

EDTA

Poly-rA RNA (syntetickd)

0,05 % azid sodny

< 0,1 % plazmid DNA obsahujici exon 18, 19, 20
a 21 sekvence genu EGFR (mikrobialni)

< 0,1 % DNA divokého typu genu EGFR (buné&¢na
kultura)

6x0,1ml

N/A

DNA SD
(Roztok pro fedéni vzork(i DNA)
(M/N 05854474001)

Pufr Tris-HCI
0,09 % azid sodny

2x35ml

N/A

Uchovavani €inidel a manipulace s nimi

Cinidlo

Teplota uchovavani

Doba uchovavani

cobas® EGFR Mutation Test v2*

2°Caz8°C

Po otevieni je stabilni pro 4 pouziti po dobu 90 dni nebo
dokud nevyprsi vyzna¢ena doba pouzitelnosti, podle toho,
co nastane dfive.

* EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 a pracovni MMX (pfipraveny pfidanim MGAC do EGFR MMX-1 nebo EGFR
MMX-2 nebo EGFR MMX-3 v2) musi byt chranény pred delSim vystavenim svétlu. Pracovni MMX je nutné uchovavat pfi teploté
2 °C az 8 °C ve tmé. Pripravené vzorky a kontroly musi byt pfidany béhem 1 hodiny od pfipravy pracovniho MMX. S amplifikaci
je tfeba zacit do 1 hodiny od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly pfidany do pracovniho MMX.
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Dalsi potrebny material

Material

M/N

cobas® DNA Sample Preparation Kit

Roche 05985536190

Bélidlo

Kterykoli dodavatel

70% etanol

Kterykoli dodavatel

Mikrotitra&ni desticka pro systém cobas® 4800 (AD destitka) a zalepovaci folie

Roche 05232724001

Aplikator zalepovaci félie pro systém cobas® 4800 (dodavany s instalaci systému cobas® 4800)

Roche 04900383001

Nastavitelné pipetory* (objem 5—1000 pl)

Kterykoli dodavatel

Aerosolova bariéra nebo pipetovaci $pi¢ky s pfimym vypuzovanim bez DNazy

Kterykoli dodavatel

Zkumavky do mikrocentrifugy s vickem s pojistkou (1,5ml sterilni, bez RNazy/DNazy, pro PCR)

Kterykoli dodavatel

Stojany na zkumavky do mikrocentrifugy

Kterykoli dodavatel

Spektrofotometr pro méfeni koncentrace DNA*

Kterykoli dodavatel

Vifivy mixér (Vortex)*

Kterykoli dodavatel

Rukavice na jedno pouziti bez pudru

Kterykoli dodavatel

Mrazni¢ka umozriujici dosahovat teplot —25 °C az —15 °C

Kterykoli dodavatel

* Veskeré vybaveni je nutné udrZzovat podle pokynu vyrobce.

Vice informaci ohledné samostatné prodavanych materiald ziskate u svého mistniho zastupce spole¢nosti Roche.

Potrebné vybaveni a software, které neni soucasti dodavky

Potiebné vybaveni a software, které neni soucasti dodavky

Analyzator cobas® z 480

Ridici jednotka systému cobas® 4800 se softwarem systému verze 2.2 nebo vy3si

EGFR Tissue P1 Analysis Package softwarovy verze 1.0 nebo vys$s§i*

Cte¢ka &arového kédu s USB

Tiskarna

* Aktualni verzi softwaru naleznete v karté s informacemi o vyrobku k sadé cobas® EGFR Mutation Test v2 (M/N: 07335873001).

Vice informaci ohledné samostatné prodavanych materiall ziskate u svého mistniho zastupce spole¢nosti Roche.

Bezpecnostni opatreni a pozadavky na manipulaci

Varovani a bezpeénostni opatreni

Jak je tomu pii kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu zdsadnim pozadavkem dodrzovat

principy spravné laboratorni praxe.

» Pouze pro ucely diagnostiky in vitro.

« Bezpecnostni listy (SDS) zasle na vyzadani Vase mistni pobocka spolecnosti Roche.

o Tento test je uréen pouze pro vySetiovani vzorkd tkani FFPET NSCLC. Vzorky by mély byt povazovany za
infek¢ni material a manipulace s nimi by méla byt provadéna podle bezpecnych laboratornich postupt, které
jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'® a v dokumentu CLSI

Cislo M29-A4."7

« Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a $picky na pipety bez DNazy.
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Spravna laboratorni praxe

Pozn.:

Nepipetujte usty.
V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekuite.
Po praci se vzorky a ¢inidly si dukladn¢ umyjte ruce.

Pfi praci s jakymikoliv ¢inidly pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné bryle. Dbejte na to,
aby se tyto materialy nedostaly do styku s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamzité
postizenou oblast omyjte velkym mnozstvim vody. Pokud by byla tato opatfeni zanedbana, miize dojit k popale-
ninam. Pokud dojde k rozliti, zted’te je pied vytfenim dosucha vodou.

Vsechny pracovni plochy dikladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstveé ptipravenym 0,5 % roztokem chlornanu
sodného v destilované nebo deionizované vode (zfedény bélici prostfedek pro domacnosti 1:10). Dale povrch
otfete 70% etanolem.

bézné bélici prostiedky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny o koncentraci 5,25 %. Roztok chlornanu
sodného o koncentraci 0,5 % tak ziskate ziredénim bélidla pro domacnost v poméru 1:10.

Kontaminace

Je nutné nosit rukavice. Aby nedoslo ke kontaminaci, musi se rukavice vyménovat mezi manipulaci se vzorky
a manipulaci s ¢inidly testu cobas EGFR. Vyvarujte se kontaminaci rukavic pii zachdzeni se vzorky.

Aby se snizila moznost kontaminace, je nutné ¢asto ménit rukavice.

Rukavice se musi vymenit pfed opusténim prostor uréenych pro izolaci DNA nebo v piipad¢ podezieni, ze doslo
ke kontaktu s roztoky nebo vzorky.

Zamezte mikrobialni a ribonukleazové kontaminaci ¢inidel.

Pracovisté pro amplifikaci a detekei je nutno pied ptipravou MMX peclivé vy¢istit. Pristroje a potiebné pomicky
by mély byt ur€eny pro kazdy z téchto krokid samostatné a nemély by byt pouzity pro jinou ¢innost ani pfenaSeny.
Napt. pipetory a spotfebni material pouzivané pro izolaci DNA se nesmi pouzivat k pfipravée ¢inidel pro
amplifikaci a detekci.

Velmi doporucujeme jednosmérny pracovni postup — zahajit novy krok az po kompletnim dokonc¢eni ptedchoziho
kroku. Napt. pted amplifikaci a detekei je nutné dokoncit izolaci DNA. Izolaci DNA je nutné provést na jiném
misté nez amplifikaci a detekci. Aby nedoslo ke kontaminaci pracovniho Master Mixu vzorky DNA, je nutné
pied pripravou pracovniho Master Mixu peclivé vycistit pracovni plochu.

Integrita

Nepouzivejte soupravy po uplynuti data pouzitelnosti.

Nesmésujte dohromady ¢inidla z riznych souprav nebo Sarzi.

Polozky k jednorazovému pouziti nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.
Vsechny polozky k jednorazovému pouziti pouzijte jen jednou. Nepouzivat opakovane.

Veskeré vybaveni je nutné fadné udrzovat podle pokynti vyrobce.
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Likvidace

« MGAC, EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2, EGFR MC a DNA SD obsahuji azid sodny. Ten
miiZze reagovat s olovénym nebo médénym potrubim a vytvaiet vysoce explozivni kovové azidy. Pti likvidaci
roztoki obsahujicich azid sodny do laboratorniho umyvadla proplachnéte odtok velkym mnozstvim studené vody,
abyste tak zabranili vytvareni azidu.

» Nespotiebovana ¢inidla a odpad likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi ptedpisy.

Rozliti a €iSténi
« Pokud dojde k rozliti na pfistroj cobas® 4800, postupujte pfi ¢isténi podle pokynii v piislusném Navodu k pouziti
systému cobas® 4800 nebo Asistentu uzivatele systému cobas® 4800.

«  Pro ¢iSténi analyzatoru cobas® z 480 nepouzivejte roztok chlornanu sodného (bélidlo). Vy¢istéte analyzator
cobas® z 480 podle postupi popsanych v piislusném Navodu k pouziti systému cobas® 4800 nebo Asistentu
uzivatele systému cobas® 4800.

« Dal3i varovani, upozornéni a postupy pro snizeni nebezpeéi kontaminace analyzatoru cobas® z 480 najdete
v navodu k pouziti systému cobas® 4800 nebo v Asistentu uZivatele systému cobas® 4800.

Odbér, preprava a uchovavani vzorku

Pozn.: se vSemi vzorky je treba zachdzet jako s potencialne infekcnimi.

Odbér vzorku

Vzorky NSCLC FFPET byly validovany pro pouziti s testem cobas EGFR.

Preprava, uchovavani a stabilita vzorki

Vzorky NSCLC FFPET je mozné prepravovat pii teploté 15 °C az 30 °C. Pti pteprave vzorkli FFPET je tfeba dodrzovat
celostatni i mistni pfedpisy pro piepravu infekénich biologickych materiali.'®

Byla potvrzena stabilita vzorkii FFPET po dobu az 12 mésici od data odbéru pii uchovani pfi teploté 15 °C az 30 °C.
Sum fezy na skliccich je mozné uchovavat pii teploté 15 °C az 30 °C az po dobu 60 dni.

Vzorky FFPET jsou stabilni:

Typ vzorku FFPET Blo¢ek FFPET 5um fez FFPET
Teplota uchovavani vzorkti FFPET 15°Caz30°C 15°Caz30°C
Doba uchovavani Az 12 mésicl Az 60 dni

Skladovani a stabilita zpracovanych vzorku

Zpracované vzorky (extrahovana DNA) jsou stabilni po nasledujici dobu:

Teplota uchovavani 15 °C az -25 °C 2°Caz8°C 15 °C a2 30 °C
extrahované DNA
Doba uchovévani Az 3 cykly zmrazeni AZ 14 dni A% 1 den
a rozmrazeni v prab&hu 60 dni

Extrahovanou DNA je nutné pouzit v doporucené dob¢é uchovavani nebo pied datem expirace soupravy pro pfipravu
vzorkid cobas® DNA Sample Preparation Kit, podle toho, co nastane diive.

07340761001-08CS
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Postup testu

Spusténi testu

Obrazek 1 Pracovni postup testu cobas EGFR se soupravou cobas® DNA Sample Preparation Kit

1 Spustte systém.

2 Provedte udrzbu pfistroje.

3 Odstrante vzorky a ¢inidla z mista uchovavani.

4 Zbavte vzorky parafinu.

5 Provedte izolaci DNA.

6 Eluujte DNA.

7 Vytvorte objednavku a vytisknéte rozlozeni desticky.
8 Pripravte amplifikacni inidla.

9 Nadavkujte amplifika¢ni Cinidla na AD destiCku.
10 Nadavkujte vzorky na AD destiCku.

11 Zalepte AD desticku.

12 VloZte AD desti¢ku do analyzatoru cobas® z 480.
13 Spustte cyklus.

14 Zkontrolujte vysledky.

15 S LIS: odeslete vysledky do LIS.

16 Vyprazdnéte analyzator.

Navod k pouziti

Pozn.: v testech mutace genu cobas EGFR Ize pouZivat pouze rezy NSCLC FFPET o tloustce 5 um jejichz plochu tvori
alespon z 10 % nador. U vzorkii, kde nador predstavuje méné nez 10 % plochy, je nutné po deparafinizaci provést
makrodisekci.

Pozn.: viz Navod k pouziti systému cobas® 4800 nebo asistent uZivatele systému cobas® 4800, kde najdete podrobné
pokyny pro analyzdtor cobas® z 480.
Velikost cyklu

Jeden cyklus miize zahrnovat 1 az 30 vzork (plus kontroly) na mikrotitra¢ni desti¢ce s 96 jamkami. Pfi zpracovani vice
nez 24 vzorkl bude nutné pouzit vice souprav testti cobas EGFR.

Test cobas EGFR obsahuje mnozstvi ¢inidel dostate¢né pro testovani 3 vzorkid v 8 cyklech (plus kontroly), tj. maximalné
24 vzorkd na soupravu.

Kontrola celého procesu

Tento test vyZaduje negativni kontrolu pro cely proces. Pro kazdy cyklus zpracujte negativni kontrolu soucasné se
vzorkem ¢i vzorky pocinaje od postupu izolace DNA.

Izolace DNA
DNA je izolovana ze vzorkil FFPET s cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190).
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Makrodisekce

Jestlize vzorek podle plochy obsahuje mén¢ nez 10 % nadoru, musi byt provedena makrodisekce vzorku jako soucast
pripravy vzorku.

Kvantifikace DNA

Pozn.: mereni koncentrace DNA je nutné provést pred uchovavanim okamzité po izolaci DNA.

Pozn.: zasobni DNA skladujte podle pokynii v ¢asti Pieprava, uchovavani a stabilita vzorkii.

1. Kazdou zasobni DNA michejte vifenim po dobu 5 sekund.

2. Spektrofotometrem kvantifikujte DNA podle protokolu vyrobce. Pouzijte DNA EB ze soupravy cobas® DNA Sample
Preparation Kit jako slepy vzorek pro piistroj. Primérné jsou nutna dvé konzistentni méieni. Kdyz budou hodnoty
koncentrace DNA > 20,0 ng/ul, tato dvé méfeni by se méla vzajemné lisit o £10 % hodnoty. Pii koncentraci DNA
< 20,0 ng/pl musi byt tato dvé méteni v rozmezi £2 ng/pl. Pokud hodnoty téchto dvou méteni nejsou viici sobe
v rozsahu £10 %, kdyz jsou koncentrace DNA > 20,0 ng/ul nebo v rozsahu £2 ng/pl, kdyz jsou koncentrace DNA
< 20,0 ng/ul, je nutné provést dalsi dvé métfeni, dokud nebude dosazeno danych pozadavki. Poté je nutné vypocitat
pramér téchto dvou méteni.

Pozn.: zdsobni DNA ze zpracovanych negativnich kontrol (NEG) neni nutné mérit.

3. Aby bylo mozné provést test cobas EGFR, musi byt koncentrace zdsobni DNA ze vzorkl > 2 ng/ul. Kazdy vzorek
projde 3x amplifikaci/detekci. Pro kazdou amplifikaci/detekci se pouZzije 25 pl roztoku zasobni DNA zifedéného na
koncentraci 2 ng/pl (celkem 50 ng DNA).

Pozn.: aby bylo mozné provést test cobas EGFR, kazda zasobni DNA musi mit minimalni koncentraci 2 ng/ul. Pokud je
koncentrace zasobni DNA < 2 ng/ul, je nutné deparafinizaci, izolaci DNA a kvantifikaci DNA pro tento vzorek
opakovat s pouzitim dvou Sum FFPET vezii. U vzorkii na skliccich po deparafinizaci smichejte tkan z obou rezit
do jedné zkumavky, ponorte tkan do TLB + PK ze soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kit a provedte
izolaci DNA a kvantifikaci podle popisu vyse. U vzorkii bez sklicek smichejte tkan z obou rezii do jedné zkumavky
a provedte deparafinizaci, izolaci DNA a kvantifikaci. Pokud je koncentrace zasobni DNA stale < 2 ng/ul,
vyzadejte si dalsi rez vzorku FFPET z dodavaciho klinického pracoviste.

Amplifikace a detekce

Pozn.: aby nedoslo ke kontaminaci pracovniho MMX vzorky DNA, musi se amplifikace a detekce provadet v misté
oddeleném od izolace DNA. Pracovisté pro amplifikaci a detekci je nutno pred pripravou MMX peclivé vycistit.
Pri peclivem vycisténi je nutné vSechny stojany a pipetory radné otrit 0,5% roztokem chlornanu sodného a poté
otrit 70% roztokem etanolu. Bézne bélici prostiedky pro domacnost obvykle obsahuji chlornan sodny o koncen-
traci 5,25 %. Roztok chlornanu sodného o koncentraci 0,5 % tak ziskate ziredenim bélidla pro domdacnost
v pomeéru 1:10.

Nastaveni pristroje

Viz Navod k pouziti systému cobas® 4800 nebo Asistent uZivatele systému cobas® 4800, kde najdete podrobné pokyny
pro nastaveni analyzatoru cobas® z 480.

Nastaveni objednavky testu

Podrobné pokyny k pracovnimu postupu EGFR naleznete v Navodu k pouZiti systému cobas® 4800 nebo v Asistentu
uzivatele systému cobas® 4800.

Vytvoite rozvrzeni desti¢ky, na které budou pozice vSech vzorkl a kontrol cyklu. V cyklu, ktery obsahuje pouze vzorky
tkang, se kontrola mutace (MC) umisti na desticku na pozice A01-A03. Negativni kontrola (NEG) se vloZi na desti¢ku na
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pozice B01-B03. Ziedéné vzorky se poté piidaji v sadach po trech sloupcich poc¢inaje C01-C03 az H10-H12, viz
Obrézek 2.

Test cobas EGFR miize byt provadén v kombinovaném rezimu testovani (napt. EGFR tkan s EGFR plazmou). Pozice
kontrol se mohou lisit podle vybranych testii a ¢isel vzorkl. Dalsi podrobnosti o nastaveni cyklu kombinovaného testu
naleznete v Navodu k pouzZiti systému cobas® 4800 nebo v Asistentu uZivatele systému cobas® 4800.

Obrazek 2 Rozvrzeni desticky pro test cobas EGFR

Rada / 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Sloupec
MC MC MC S7 S7 S7 S15 S15 S15 S23 S23 S23
A MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
NEG NEG NEG S8 S8 S8 S16 S16 S16 S24 S24 S24
B MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S1 S1 S1 S9 S9 S9 S17 S17 S17 S25 S25 S25
[of MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S2 S2 S2 S10 S10 S10 S18 S18 S18 S26 S26 S26
D MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S3 S3 S3 S11 S11 S11 S19 S19 S19 S27 S27 S27
E MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S4 S4 S4 S12 S12 S12 S20 S20 S20 S28 S28 S28
F MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S5 S5 S5 S13 S13 S13 S21 S21 S21 S29 S29 S29
G MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S6 S6 S6 S14 S14 S14 S22 S22 S22 S30 S30 S30
H MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2

Kde: MC = kontrola mutace, NEG = negativni kontrola, S# = ID vzorku a MMX # odpovida ¢inidlu Master Mix 1, 2 nebo 3 v2.
Pozn.: aby byla ziskdana odpovéed, musi byt kazdy vzorek rozdelen mezi tii sousedni sloupce v jedné rade.

Pozn.: pracovni Master Mix 1 musi byt na desticce ve sloupcich 01, 04, 07 a 10. pracovni Master Mix 2 musi byt na
desticce ve sloupcich 02, 05, 08 a 11. Pracovni Master Mix 3 v2 musi byt na desticce ve sloupcich 03, 06, 09 a 12.

Pozn.: na jednu desticku je mozné dat az 30 vzorkii. Jestlize je ke zpracovani vSech vzorkii na desticce nutnd vice nez
jedna souprava cinidel, vSechny soupravy cinidel musi byt ze stejné Sarze.
Vypocet fedéni zasobni DNA ze vzorku

Vypocet ifedéni zasobni DNA pii koncentracich od 2 ng/ul do 36 ng/ul

Pozn.: zdsobni DNA ze vzorkil je nutné redit bezprostiedné pred amplifikaci a detekci.

Pozn.: pro kazdy vzorek jsou provedeny tri amplifikace/detekce vyzadujici celkem 75 ul (25 ul pro kazdou ze 17 reakci)
zasobni DNA zredéné na koncentraci 2 ng/ul (celkem 150 ng DNA).

1. Pro kazdy vzorek vypocitejte objem (pl) potiebné zdsobni DNA:
Objem zasobni DNA v ul = (90 ul x 2 ng/ul) + koncentrace zasobni DNA [ng/ul]
2. Pro kazdy vzorek vypocitejte objem (ul) pottebné DNA SD:
ul DNA SD =90 pl — pl zdsobni DNA
Priklad:
Koncentrace zasobni DNA = 6,5 ng/ul
1. ul zasobni DNA = (90 ul x 2 ng/ul) + 6,5 ng/ul = 27,7 ul
2. ul DNA SD = (90 pl —27,7 ul) = 62,3 ul
07340761001-08CS
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Vypocet fedéni zasobni DNA pii koncentracich > 36 ng/ul

Pozn.: zasobni DNA ze vzorkil je nutné redit bezprostiedné pred amplifikact a detekct.

Pozn.: pro kazdy vzorek jsou provedeny tri amplifikace/detekce vyzadujici celkem 75 ul (25 ul pro kazdou ze 17 reakci)
zasobni DNA zredéné na koncentraci 2 ng/ul (celkem 150 ng DNA).

1. Pii koncentraci zasobni DNA > 36 ng/ul pouzivejte nasledujici vzorec pro vypocet mnozstvi DNA SD pozadovaného
k pripravé alespon 90 pl ziedéné zasobni DNA. Diky tomu kazdy vzorek pouzije minimalné 5 ul zasobni DNA.

2. Pro kazdy vzorek vypocitejte objem (ul) DNA SD potfebny k fedéni 5 pl zasobni DNA na 2 ng/pl:
Objem potiebného DNA SD v ul = [(5 ul zasobni DNA X konc. zdsobni DNA v ng/ul) + 2 ng/ul] — 5 ul
Priklad:
Koncentrace zasobni DNA = 100 ng/ul
1. Objem pozadovaného DNA SD v pl = [(5 pl X 100 ng/pul) + 2 ng/pl] — 5 ul =245 ul
2. Pouzijte vypocteny objem DNA SD k fedéni 5 pl zasobni DNA.

Redéni vzorku

1. Pfipravte si prislusné mnozstvi 1,5ml zkumavek pro mikrocentrifugu s vickem s pojistkou pro fedéni zasobni DNA
a oznacte je piislusnou identifikaci vzorku.

2. Pomoci pipetoru se Spickou bréanici vzniku aerosold napipetujte vypoctené objemy DNA SD do kazdé oznacené
zkumavky. Napipetujte 45 ul DNA SD do zkumavky pro mikrocentrifugu s vickem s pojistkou oznacené NEG.

3. Viite kazdou zasobni DNA a negativni kontrolu po dobu 5 az 10 sekund.

Pomoci pipetoru se Spickou s aerosolovou bariérou (pro kazdé pipetovani pouzijte novou $picku) opatrné napipetujte
vypocteny objem kazdé zasobni DNA do pfislusné znacené zkumavky obsahujici DNA SD. Do zkumavky NEG
napipetujte 45 pl negativni kontroly (extrahovany eluat).

Zkumavky uzaviete a kazdou nechte 5 az 10 sekund vifit.

Vyméiite rukavice.
Nastaveni reakce

Priprava pracovnich Master Mixt (MMX-1, MMX-2 a MMX-3 v2)

Pozn.: EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 a pracovni MMX jsou citlivé na svétlo a je nutné je chranit
pred dlouhodobym piisobenim svétla.

Pozn.: vzhledem k viskozité cinidel EGFR MMX a pracovniho MMX pipetujte pomalu, aby doslo k vypuzeni veskeré
smési ze Spicky.

Pozn.: EGFR MMX-1, EGFR MMX-2 a EGFR MMX-3 v2 se mohou zdat svétle modré/nafialovélé. To nema viiv na
ucinnost cinidel.

Do jednotlivych 1,5ml zkumavek pro mikrocentrifugy s vickem s pojistkou pfipravte téi pracovni MMX, jednu s obsahem

EGFR MMX-1, jednu s obsahem EGFR MMX-2 a jednu s obsahem EGFR MMX-3 v2.

1. Vypoctéte objem pozadovaného EGFR MMX-1 nebo EGFR MMX-2 nebo EGFR MMX-3 v2 pro kazdy pracovni
MMX pomoci nasledujiciho vzorce:

Objem pozadovaného EGFR MMX-1 nebo EGFR MMX-2 nebo EGFR MMX-3 v2 = (pocet vzorkl + 2 kontroly
+ 1) x 20 ul

2. Vypoctéte objem pottebného MGAC pro kazdy pracovni MMX pomoci nasledujiciho vzorce:
Objem pozadovaného MGAC = (pocet vzorkl + 2 kontroly + 1) X 5 ul
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Tab. 4 se pouziva k stanoveni objemu kazdého ¢inidla potfebného pro pfipravu pracovniho MMX na zakladé poctu
vzorkl v cyklu.

Tab. 4 Objemy cinidel potfebnych pro pracovni MMX-1, pracovni MMX-2 a pracovni MMX-3 v2

Pocet vzorkt*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 pl 80 100 120 140 160 180 200 220 240 | 260
MGAC 5yl 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Cﬁlziiyvf.?fmaffﬁ?o 100 | 125 150 175 200 225 250 275 300 | 325

* Objem pro pocet vzorku je zaloZen na souctu poctu vzork( + 2 kontroly + 1.

3. Vyjméte prislusny pocet lahvicek EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 a MGAC z mista uchovavani
o teplot¢ 2 °C az 8 °C. Pted pouzitim kazdé ¢inidlo michejte 5 sekund vifenim, a shromazdéte kapalinu ve spodni
¢asti zkumavky. Oznacte sterilni zkumavku pro mikrocentrifugu pro pracovni MMX-1, pracovni MMX-2 a pracovni
MMX-3 v2.

4. Ptidejte vypocitany objem EGFR MMX-1 nebo EGFR MMX-2 nebo EGFR MMX-3 v2 do odpovidajicich
zkumavek pro pracovni MMX.

5. Ptidejte vypocteny objem MGAC do zkumavek s pracovnim MMX.

6. Zkumavky vifenim po dobu 3 az 5 sekund promichejte, aby doslo k dostate¢nému promichani.

Pozn.: vzorky a kontroly je nutné dat na AD-desticku do jedné hodiny po pripravé pracovnich MMX.

Pozn.: pouzivejte pouze AD desticku pro systém cobas® 4800 se zalepovaci folii.

Priprava desticky

1. Do kazdé reakéni jamky na AD destiGce, ktera je potiebna pro cyklus, piidejte 25 pul pracovniho MMX. Spi¢ka pipety
se nesmi dotknout desticky mimo danou jamku.

e Do jamek AD desti¢ky ve sloupcich 01, 04, 07 a 10 ptidejte podle potieby pracovni MMX-1 (obsahujici
EGFR MMX-1).

e Do jamek AD desticky ve sloupcich 02, 05, 08 a 11 ptidejte podle potieby pracovni MMX-2 (obsahujici
EGFR MMX-2).

e Do jamek AD desticky ve sloupcich 03, 06, 09 a 12 ptidejte podle potieby pracovni MMX-3 v2 (obsahujici
EGFR MMX-3 v2).

2. Napipetujte 25 ul EGFR MC do jamek A01, A02 a A03 AD desticky; pipetou dobie promichejte — nasajte a vytlacte
z pipety v jamce alespon dvakrat.

3. Pomoci nové pipetovaci $picky napipetujte 25 ul NEG do jamek B01, B02 a B03 na AD desti¢ce a pomoci pipety
dobie promichejte — nasajte a vytlacte z pipety v jamce alespont dvakrat.

Pozn.: kazdy cyklus musi obsahovat EGFR MC v jamkach A01, A02 a A03 a NEG v jamkach B01, B02 a B03.
V opacném piipadé analyzator cobas® z 480 cyklus zneplatni.,

Pozn.: podle potreby méite rukavice, aby nedoslo ke kontaminaci mezi vzorky a kontaminaci PCR reakcni zkumavky

zvnéjsku.

4. Pomoci novych pipetovacich Spicek pro kazdy nafedény vzorek DNA pfidejte 25 pl prvniho vzorku DNA do jamek
C01, C02 a C03 na AD desticce; pro ptidani vzorku DNA do kazdé jamky pouzijte novou $pi¢ku; pomoci pipety
kazdou jamku dobte promichejte — nasajte a vytlacte z pipety v jamce alesponi dvakrat. Opakujte postup pro DNA
z kazdého vzorku a postupujte podle Sablony Obrazek 2, dokud nebudou fedéni vSech vzorkii DNA umisténa na AD
desticku. Ujistéte se, ze je veskera kapalina umisténa na dné jamek.
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5. Zalepte AD destic¢ku zalepovaci folii (dodanou s destickami). Pomoci aplikatoru zalepovaci folie piilepte zalepovaci
folii pevné k AD desticce.

6. Pred zahajenim PCR se ujistéte, Ze je veskera kapalina umisténa na dn¢ jamek.

Pozn.: amplifikace a detekce musi zacit do 1 hodiny od okamziku pridani prvniho redeni vzorku DNA do pracovniho MMX.

Zahajeni PCR

Podrobné pokyny ke krokiim pracovniho postupu EGFR naleznete v Navodu k pouziti systému cobas® 4800 nebo
v Asistentu uzivatele systému cobas® 4800. Jakmile se objevi vyskakovaci okno ,,Select test*, vyberte ,,EGFR Tissue P1¢
a kliknéte na tlacitko ,,OK*.
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Vysledky

Vyhodnoceni vysledku

Pozn.: veskerou validaci cyklii a vzorkii provadi software cobas® 4800.
Pozn.: platny cyklus miize zahrnovat jak platné tak i neplatné vysledky vzorkii.

Jestlize je cyklus platny, 1ze vysledky vzorki interpretovat zptisobem ktery uvadi Tab. 5.

Tab. 5 Interpretace vysledk testu cobas EGFR
Vysledky testu Vysledek mutace Interpretace

Ex19Del
S768l|
L858R

Mutation T790M Byla detekovana mutace ve specifické cilové oblasti

Detected L861Q EGFR.
G719X
Ex20Ins

(Maze byt pfitomna vice nez jedna mutace)

No Mutation

Detected (NMD)* N/A Nedoslo k detekci mutace v cilovych oblastech EGFR

Vysledek vzorku je neplatny. Opakujte testovani vzork(
Invalid N/A s neplatnymi vysledky podle pokyn0 v €asti nize
Opakované testovani vzorkl s neplatnymi vysledky.

Neuspésny cyklus zplsobeny poruchou hardwaru nebo
Failed N/A softwaru. Vyzadejte si od mistniho zastoupeni spole¢nosti
Roche technickou pomoc.

* Vysledek ,No Mutation Detected“ nevylu€uje pfitomnost mutace v cilovych oblastech EGFR, protoZe vysledky zavisi na
procentnim mnoZstvi mutantnich sekvenci, integrité pfisluSného vzorku, nepfitomnosti inhibitor( a dostate€ném mnozstvi
detekované DNA.

Znacky (priznaky) vysledki 1ze najit na zalozZce ,,Results” (Vysledky) (obrazovka) nebo ve sloupci ,,Flags® (Pfiznaky)
(zprava). Vice podrobnosti naleznete v ¢asti viz ¢ast Znacky vysledki.

Opakované testovani vzorkt s neplatnymi vysledky

1. Opakujte fed&ni neplatné zasobni DNA ze vzorku od postupu ,,Vypocet fedéni zasobni DNA ze vzorku® a ,,Redéni
vzorki“ v ¢asti Amplifikace a detekce.

2. Po ziedéni zasobni DNA na koncentraci 2 ng/pl, jak je uvedeno v ,,Redéni vzorkii“ pokradujte ¢asti ,,Piiprava
pracovnich Master Mixti (MMX-1, MMX-2 a MMX-3 v2)“ a zbyvajici ¢asti postupu amplifikace a detekce.

Pozn.: jestlize je vzorek po opakovaném testovani stale neplatny nebo nebylo dostatecné mnozstvi zasobni DNA pro
pripravu dalStho vedeni v kroku 1 casti Opakované testovani vzorkii s neplatnymi vysledky, opakujte cely test
s danym vzorkem pocinaje deparafinizact a izolaci DNA s novym Sum rezem FFPET nadoru.
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Kontrola kvality a platnost vysledk

Kazdy cyklus pro az 30 vzorkt zahrnuje jednu sadu kontrol mutace testu cobas EGFR (EGFR MC) (jamky A01, A02

a A03) a negativnich kontrol (NEG) (jamky B01, B02 a B03) pro pracovni MMX-1, pracovni MMX-2 a pracovni
MMX-3 v2. Cyklus je platny, pokud jsou EGFR MC a NEG platné. Pokud jsou EGFR MC nebo NEG neplatné, je cely
cyklus neplatny a musi se zopakovat. Cerstvé si nafedte jiz diive izolovanou zasobni DNA ze vzorku a pfipravte si novou
AD desticku s kontrolami pro amplifikaci a detekei.

Kontrola mutace

Vysledek EGFR MC musi byt ,,Valid“. Pokud jsou vysledky kontroly EGFR MC soustavng¢ neplatné, spojte se
s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

Negativni kontrola

Vysledek kontroly NEG musi byt ,,Valid“. Pokud jsou vysledky kontroly NEG soustavné neplatné, spojte se s mistnim
zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

Proceduralni omezeni

1. Testujte pouze indikované typy vzorkl. Test cobas EGFR byl validovan pro pouziti jen se vzorky FFPET NSCLC.
2. Test cobas EGFR byl validovan jen se soupravou cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche P/N: 05985536190).

3. Detekce mutace zavisi na tom, kolik kopii genu je ve vzorku pfitomno, a vliv mohou mit i integrita vzorku, mnozstvi
izolované DNA a pfitomnost interferencnich latek.

4. K ziskani spolehlivych vysledka je tfeba dodrzovat ptislusné postupy fixace vzorkd, transportu, skladovani
a zpracovani vzorkil. Postupujte podle procedur v Navodu k pouziti soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kit
(M/N 05985536190) v tomto Navodu k pouziti, v Navodu k pouziti systému cobas® 4800 nebo Asistentu uZzivatele
systému cobas® 4800.

5. Vlivy jinych proménnych, jako jsou proménné fixace vzorku, hodnoceny nebyly.

6. Pfidani enzymu AmpErase k ¢inidlu Master Mix testu cobas EGFR umoziiuje selektivni amplifikaci cilové DNA.
Aby se vsak predeslo kontaminaci €inidel, je tfeba uplatnovat zasady spravné laboratorni praxe a disledné dodrzovat
postupy uvedené v tomto navodu k pouziti.

7. Tento produkt smi pouzivat pouze personal vySkoleny v technikidch PCR a v pouzivéani systému cobas® 4800.

8. Pouze analyzator cobas® z 480 byl validovan pro pouziti s timto produktem. S timto produktem se nesmi pouzivat
zadny jiny termocykler s optickou detekci v realném case.

9. Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pied prechodem k jiné technologii provedli
ve své laboratofi korelacni metodické studie a posoudili rozdily mezi technologiemi.

10. Pritomnost inhibitortt PCR muZe vyvolavat faleSn¢ negativni nebo neplatné vysledky.

11. I kdyZ vzacné, mutace v oblastech genomické DNA genu EGFR pokryté primery a/nebo sondami testu cobas EGFR
mohou vést k selhani detekce mutace v exonech 18, 19, 20 a 21 (vysledek ,,No Mutation Detected®).

12. Test cobas EGFR vykazuje zkiizenou reaktivitu (vysledek ,,Mutation Detected*) u mutace L747S v exonu 19, coz je
vzacné se vyskytujici mutace, ktera miize zpUsobit rezistenci vaci 1é¢bé TKI."

13. Test cobas EGFR je schvalen k pouziti s 50 ng DNA na reakéni jamku. Nedoporucuje se pouziti mensiho mnozstvi
DNA nez 50 ng na reakéni jamku.

14. Test cobas EGFR je kvalitativni test. Test neslouzi pro kvantitativni méfeni procentualni mutace.
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15. Vzorky NSCLC FFPET s degradovanou DNA mohou ovlivnit schopnost testu detekovat mutace EGFR.
16. Vzorky s vysledky ,,No Mutation Detected” mohou obsahovat mutace EGFR, které tento test nedetekuje.

17. Test cobas EGFR detekuje mutace EGFR u pacientti s NSCLC, jejichz naddory maji substituce v exonu 18 (G719X),
delece v exonu 19, inzerce a substituce v exonu 20 (T790M, S768I) a substituce v exonu 21 (L858R, L861Q), ale
zadné jiné mutace EGFR.

Hodnoceni neklinickych funkénich parametru

Pozn.: nize uvedené popisy studii zahrnuji kumulativni data shromazdéna s testy cobas EGFR vl a v2.

U nize uvedenych neklinickych studii byl obsah naddoru v procentech stanoven pfi patologickém zkoumani. Pro vybér
vzorkil pro testovani byla pouZzita obousmérna Sangerova sekvena¢ni metoda a sekvenovani nové generace (NGS).
Obsah mutace v procentech ve vzorku NSCLC FFPET byl stanoven pomoci metody NGS.

Analyticka citlivost — limit slepého vzorku

Pro vyhodnoceni ti¢innosti testu cobas EGFR v piipad¢ absence templatu a pro ujisténi se, ze slepy vzorek negeneruje
analyticky signal, ktery by mohl ukazovat na nizkou koncentraci mutace, byly vyhodnoceny vzorky bez templatu a vzorky
EGFR NSCLC FFPET divokého typu. Pomoci analyzy piedepsané v pokynech CLSI EP17-A2% byl limit slepého vzorku
stanoven jako nulovy pro vS§echny mutace.

Mez detekce pomoci smési vzorki FFPET

Tii extrakty DNA ze vzorku FFPET delece exonu 19, ¢tyfi extrakty DNA ze vzorku FFPET mutace L858R, dva extrakty
DNA ze vzorku FFPET s dualni mutaci L858R a T790M, dva extrakty DNA ze vzorku FFPET mutace G719A, jeden
extrakt DNA ze vzorku FFPET duélni mutace T790M a G719A, jeden extrakt DNA ze vzorku FFPET dualni mutace
G719C a S768], jeden extrakt DNA ze vzorku FFPET dualni mutace S7681 a G719S, tfi extrakty DNA ze vzorku FFPET
inzer¢ni mutace v exonu 20 a tii extrakty DNA ze vzorku FFPET mutace L.861Q byly smiSeny s extrakty ze vzorku
FFPET divokého typu genu EGFR a takto byly ziskany vzorky pro cilové Grovné mutaci 10, 5,0, 2,5 a 1,25 % urcené
metodou sekvenovani nové generace (NGS), kterd byla schvalena pro detekci mutaci genu EGFR v exonech 18, 19, 20

a 21. Byly ptipraveny série fedéni kazdé smési vzorku a bylo testovano osm replikatt kazdého Clena panelu s pouzitim
tii Sarzi sad testu cobas EGFR (n = 24/¢len panelu). Mez detekce kazdého vzorku byla stanovena nejniz§im mnozstvim
DNA, které mélo miru pozitivity cilové mutace EGFR ,,Mutation Detected alespon 95 %, viz Tab. 6.
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Tab. 6 Mez detekce testu cobas EGFR s pouzitim smési vzorki FFPET

Procenta mutaci u ¢lentl panelu k ziskani
Exon Skupina Sekven(_:e nukleové pozitivity' mu’tace »Mutation Detected” COSMIC ID™
EGFR mutace EGFR kyseliny EGFR 2 95 % cilové mutace s 50 ng DNA na
reakéni jamku (N = 24 replikatud)
2156 G>C 2,5 6239
2156 G>C 47 6239
18 Griox 2155 G>A 3,2 6252
2155 G>T 5,6 6253
2235_2249del15 1,4 6223
2236_2250del15 2,5 6225
2239_2256del18* 4,7 6255
2240_2254del15 7,2 12369
2240_2257del18 13,4* 12370
19 Exon 19 2239_2248>C 2.2 12382
delece =
2237_2255>T* 4,1 12384
2237_2253>TTGCT* 6,3 12416
2238_2252del15 24 23571
2238_2252del15* 55 23571
2239 2257>GT* 6,0 Nenalezeno
2369 C>T 2,0 6240
T790M 2369 C>T 24 6240
2369 C>T 3,0 6240
2303 G>T 1,3 6241
20 S768l 2303 G>T 2,4 6241
2307_2308insGCCAGCGTG 1,7 12376
'frf;;‘rff 2319_2320insCAC 6.8 12377
2310_2311insGGT 1,3 12378
2573 T>G 4,0 6224
2573 T>G 4,2 6224
L858RP 2573 T>G 4,3 6224
1 2573 T>G 4,3 6224
2 2573 T>G 53 6224
2582T>A 21 6213
L861Q 2582T>A 2,2 6213
2582T>A 3,4 6213

* Pouze jedna hladina cilena na pfiblizné 5% hladinu mutace byla testovana na tyto Casto se nevyskytujici mutace delece
v exonu 19 v kohorté EURTAC. Smési vzork(l DNA byly testovany na 3 pracovistich studie.

** Mez detekce testu cobas EGFR pro tuto mutaci je vy3Si nez 10% hladina mutace pfi pouZiti standardni koncentrace 50 ng na

reakén

i jamku.

Tato studie ukazuje, Ze test cobas EGFR dokaze detekovat mutace exonu 18, 19,20 a 21 genu EGFR pfi hladiné mutace
alespon 5 % pii pouziti standardni koncentrace 50 ng na reakéni jamku.
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Minimalni obsah nadoru

Pro stanoveni minimalniho obsahu nadoru v tkani potfebného pro detekci mutace genu EGFR ve vzorcich NSCLC bylo
testovano celkem 66 nezavislych vzorkl s mutaci genu EGFR (4. 35 vzorkt s deleci v exonu 19 a 31 vzorkid s mutaci
L858R v exonu 21) s obsahem nadoru od 25 do 99 %. Zadny z hodnocenych vzorki nemél deleci v exonu 19 a zaroveii
mutaci L858R v exonu 21. Kazdy vzorek byl testovan pted provedenim makrodisekce (Cisté) a po provedeni
makrodisekce. Zjisténé hodnoty CtR Cistych vzorkl a vzorki po provedeni makrodisekce byly analyzovany pomoci
Demingovy regrese a analyzy dle Blanda a Altmana (rozdil vs. pramér). Vysledky podporuji pouziti vzorkt, jejichz
obsah nadoru je vyssi nez 25 % bez provedeni makrodisekce.

Kwviili zjisténi, zda by makrodisekce nadorové tkané NSCLC s nizkym procentnim obsahem nadoru zlepsila vyhodnoceni
testu cobas EGFR, bylo testovano dalSich 10 EGFR NSCLC vzorki divokého typu (s obsahem nadoru 1-90 %)

a 10 vzorkt mutace genu EGFR (s obsahem nddoru 8-95 %). Kazdy vzorek byl testovan pred provedenim makrodisekce
(Cisté) a po provedeni makrodisekce. VSechny vysledky s provedenou makrodisekci odpovidaly vysledkim bez provedené
makrodisekce a u vSech 20 vzorki byly zjistény ocekavané vysledky pro mutace a divoky typ.

V klinickém hodnoceni chemoterapie zaloZené na erlotinibu vs. cisplatiné EURTAC, faze 111, u vzorkit NSCLC FFPET

s obsahem nadoru méné nez 10 % byla pied analyzou mutace EGFR provedena makrodisekce. Podskupina screeningo-
vych vzorktt EURTAC byla vyhodnocena na stav mutace genu EGFR jak pomoci testu cobas EGFR, tak i sekvenovanim
nové generace (NGS). Tab. 7 a Tab. 8 zahrnuji vzorky NSCLC s platnymi parovymi vysledky mutace genu EGFR

v exonu 19 nebo mutace L858R dohromady jak z testu cobas EGFR, tak i sekvenovani NGS. Pti pouziti NGS jako
referenéni metody vysledky ukazaly, ze makrodisekce fezit NSCLC FFPET s obsahem nadoru mensim nez 10 % pfinasi
srovnatelnou analytickou ptesnost jako fezy NSCLC FFPET bez makrodisekce.

Spolu tyto studie podporuji myslenku, Ze pred testovanim mutace pomoci testu cobas EGFR je nutna makrodisekce pro
tezy NSCLC FFPET s obsahem nadoru mensim nez 10 %.

Tab. 7 Uginnost testu cobas EGFR pro vzorky NSCLC FFPET s obsahem nadoru < 10 % (po makrodisekci)

Mira shody Procentni shoda (N) 95% CI
Procentni shoda pozitivnich vzorkd (PPA) 97,2 % (35/36) 85,8 %, 99,5 %
Procentni shoda negativnich vzorkd (NPA) 94,5 % (52/55) 85,1 %, 98,1 %
Celkova procentni shoda (OPA) 95,6 % (87/91) 89,2 %, 98,3 %

Tab. 8 Uginnost testu cobas EGFR pro vzorky NSCLC FFPET s obsahem nadoru > 10 % (bez makrodisekce)

Mira shody Procentni shoda (N) 95% CI
Procentni shoda pozitivnich vzorkd (PPA) 93,0 % (107/115) 86,9 %, 96,4 %
Procentni shoda negativnich vzorkd (NPA) 98,5 % (199/202) 95,7 %, 99,5 %
Celkova procentni shoda (OPA) 96,5 % (306/317) 93,9 %, 98,1 %
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Zkfrizena reaktivita na jiné mutace na exonech 18, 19, 20 a 21

Vzorky z klinického hodnoceni EURTAC

Test cobas EGFR ukazal vysledky ,,Mutation Detected* pro nasledujici mutace genu EGFR pozorované na vzorcich
z klinického hodnoceni EURTAC (Tab. 9). Analytické funkéni parametry testu cobas EGFR pii detekcei téchto mutaci
nebyly hodnoceny.

Tab. 9 Mutace detekované v kohorté EURTAC, u nichz byla zjiSténa zkfizena reakce s testem cobas EGFR
Exon Sekvence mutace Zména aminokyselin COSMIC ID"4
2236_2252>AT E746_T751>1 26680
2239_2253>CAA L747_T751>Q 51527
2234 _2251>AAT K745 _T751>K Nenalezeno
19 2236_2244del9 E746_R748>E Nenalezeno
2236_2263>GAAGCAT E746_A755>E Nenalezeno
2237_2251>AAC E746_751T>E Nenalezeno

Vzorky z klinického hodnoceni AURA2

Test cobas EGFR ukazal vysledek ,,Mutation Detected pro nasledujici mutaci genu EGFR pozorovanou na vzorcich
z klinického hodnoceni AURA?2 (Tab. 10). Analytické funk¢ni parametry testu cobas EGFR pfi detekci této mutace
nebyly hodnoceny.

Tab. 10 Mutace detekované v kohorté AURA2, u nichz byla zjiSténa zkfizena reakce s testem cobas EGFR

Exon Sekvence mutace Zména aminokyselin COSMIC ID"
21 2572_2573CT>AG L858R 13553

Specificita — mikroorganismy a homology genu EGFR

Specificita testu cobas EGFR byla testovana pomoci plicnich mikroorganismi a plazmidi homologti genu EGFR,
tj. plazmidi obsahujicich sekvence z kazdé genetické oblasti HER2, HER3 a HER4, kter¢ jsou analogické k sekvencim
genu EGFR v exonech 18, 19, 20 a 21 amplifikovanych testem cobas EGFR.

Plicni mikroorganismy

Bylo zjiténo, ze Streptococcus pneumoniae a Haemophilus influenzae pfi 4 x 10° jednotkach tvoficich kolonie nereaguji
zktizené, ani neovliviuji test cobas EGFR po pfidani do vzork® obsahujicich sekvence mutaci EGFR a sekvence
divokého typu béhem lyze tkané.

Plazmidy homologi genu EGFR

Ukézalo se, ze strukturalné podobné analogové sekvence receptoru epidermalniho tyrozinkinazového proteinu
(EGFR/HERI1, HER2, HER3 a HER4) zkiiZené nereagovaly s testem cobas EGFR, kdyz byla pted amplifikaci a detekei
pridana potencidlné zkiizen¢ reagujici sekvence v poctu kopii genomicky ekvivalentnim 50 ng/PCR do zasobni izolované
DNA. Byla vlozena kontrolni podminka bez plazmidu DNA. Vysledky ukézaly, Ze pozorované mutace vsech 15 testo-
vanych vzorkd FFPET odpovidaly oekédvané mutaci stanovené sekvenovanim, jak v pfitomnosti, tak i v nepfitomnosti
pridané plazmidové DNA genu HER. Dale byla mutace L747S v exonu 19 genu EGFR testovana na zkiiZenou reaktivitu.
Vysledky ukazaly, ze test cobas EGFR zkiizen€ reaguje s mutaci L747S genu EGFR v exonu 19.
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Interference

Ukazalo se, ze triglyceridy (37 mM, vysoka koncentrace doporu¢ena CLST?!) a hemoglobin (2 mg/ml, vysokéa koncentrace
doporu¢ena CLSI?") neinterferuji s testem cobas EGFR, kdyz je potencialné interferujici latka ptidana do 1yzy b&hem
ptipravy vzorku.

Ukazalo se, Ze Albuterol (Ventolin), Ipratropium (Atrovent), Fluticasone (Flonase), Ceftazidime (Fortaz), Imipenem-
cilastin (Primaxin), Piperacillin-tazobactam, Cilastin (Cilastatin sodium), Betadine a Lidocaine neinterferu;ji s i¢innosti
testu cobas EGFR, kdyZ jsou pridany do 1yzy béhem piipravy vzorku.

Nekroticka tkan

Ukazalo se, ze vzorky NSCLC FFPET s obsahem nekrotické tkané do 60 % u mutaci genu EGFR a do 85 % u vzorku
divokého typu neinterferuji s vysledky testu cobas EGFR.

Opakovatelnost

Opakovatelnost testu cobas EGFR byla vyhodnocena pomoci Sesti vzorki FFPET, které zahrnovaly: dva EGFR vzorky
divokého typu; Ctyti vzorky s mutaci genu EGFR, po jednom z kazdého typu: delece v exonu 19, mutace S7681 a G719X,
T790M a L858R a inzercni mutace v exonu 20. Tyto vzorky byly testovany v duplikatu dvéma obsluhami, pomoci dvou
riznych $arzi ¢inidel a na dvou analyzatorech cobas® z 480 v pritb&hu ¢tyf dni. Z kazdého vzorku bylo vyhodnoceno

32 replikatii. Test cobas EGFR mél miru spravnosti 96,9 % (186/192).

Opakovatelnost testu cobas EGFR byla rovnéZz vyhodnocena pomoci druhé studie se ¢tyfmi vzorky FFPET: jeden vzorek
EGEFR divokého typu, tifi FFPET vzorky s mutaci genu EGFR, po jednom z kazdého typu: Inzer¢ni mutace v L861Q,
G719X a v exonu 20. Tyto vzorky byly testovany v duplikatu dvéma obsluhami, pomoci dvou riznych Sarzi Cinidel

a na dvou analyzatorech cobas® z 480 v prib&hu n&kolika dni. Test cobas EGFR ma miru spravnosti 99,2 % (127/128)
pii v8ech kombinacich replikati vzorki, obsluhy, Sarzi ¢inidel a pfistroju.

Reprodukovatelnost zachazeni se vzorky

Reprodukovatelnost soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kitbyla testovana pomoci fezili ze tif blokl vzorki
FFPET. Jeden obsahoval deleci v exonu 19, jeden obsahoval mutaci L858R a jeden byl divokého typu. Kazdy vzorek byl
v duplikatu testovan na kazdém pracovisti kazdy den. Rezy daného vzorku byly randomizovany a testovany v $esti dnech
na tfech pracovistich. Na kazdém pracovisti byla jedna obsluha a jeden analyzator cobas® z 480, tfi Sarze soupravy
cobas® DNA Sample Preparation Kit a jedna Sarze soupravy testu cobas EGFR. V kazdém testovacim dni kazdy ¢len
obsluhy izoloval a testoval DNA ze dvou fezit NSCLC FFPET kazdého vzorku pomoci testu cobas EGFR. Po vSech Sest
dni testovani vykazovaly vSechny vzorky platné a spravné vysledky. Pfi vSech kombinacich vzorkt a obsluhy mél test
cobas EGFR miru spravnosti 100 % (108/108).
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Hodnoceni klinickych vysledkii

Klinicka studie reprodukovatelnosti 1

Reprodukovatelnost testu cobas EGFR byla stanovena pomoci externi studie na 3 externich testovacich pracovistich

(2 pracovnici na kazdém pracovisti), 3 Sarzi ¢inidel a v 5 testovacich dnech nejdoucich po sobé€. Pouzit byl 13¢lenny panel
vzorkt DNA z FFPET fezi vzorkli nadoru NSCLC divokého typu (WT) a typu mutace (MT). Tento panel zahrnoval
mutace L858R v exonu 21 a pét riznych deleci v exonu 19. Z 92 cyklt bylo 90 (97,8 %) platnych. Celkem bylo
provedeno 2340 testli u 13 ¢lent panelu v 90 platnych cyklech; vSechny vysledky testi byly platné. Mezi 180 platnymi
testy ¢lenti panelu WT nebyly zadné vysledky ,,Mutation Detected*, ¢imz doslo ke 100% shodé&. Shody byly 100% pro
10 z 12 €lend panelu MT. Pro ¢lena panelu EX19 2240 2257del18 — 5% mutace, shoda 62,8 % (67 ze 180 vysledki
testd mélo status ,,No Mutation Detected*). Pro ¢lena panelu EX19 2240 2257dell18 — 10% mutace, shoda 99,4 % (1 ze
180 vysledki test mél status ,,No Mutation Detected). Vysledky dle celkové shody uvadi Tab. 11. Varia¢ni koeficient
(CV) byl < 6 % u vSech ¢lend panelu mutace. V ramci kazdého ¢lena panelu byl varia¢ni koeficient < 3,5 %. Pro externi
kontrolu byl celkovy variacni koeficient < 1,3 %. CV mezi Sarzemi byl < 0,5 % a < 1,2 % v ramci Sarze.

Tab. 11 Odhad celkové shody podle ¢lena panelu ve studii reprodukovatelnosti testu cobas EGFR 1

Polozka panelu Pocet platnych testl Sr;;;ja (S;:;:jz:)/:
Divoky typ 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2235 2249del15 — 5% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2235_2249del15 — < 10% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2236_2250del15 — 5% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2236_2250del15 — < 10% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2239 2248>C — 5% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2239 2248>C — < 10% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240_2254del15 — 5% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240_2254del15 — < 10% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240_2257del18 — 5% mutace 180 113 62,8 (55,3, 69,9)*
EX19_2240_2257del18 — < 10% mutace 180 179 99,4 (96,9, 100,0)*
EX21_2573T>G=L858R - 5% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX21_2573T>G=L858R — < 10% mutace 180 180 100 (98,0, 100,0)

Pozn.: vysledky se shodovaly, kdyz ¢len panelu MT mél platny vysledek ,Mutation Detected” nebo kdyz ¢len panelu
divokého typu mél platny vysledek ,No Mutation Detected".

a  95% CI = exaktni 95% binomicky interval spolehlivosti.

* Pri detekci této mutace je analyticka citlivost testu cobas EGFR vysSi nez cilova 10% hladina mutace pfi pouziti
standardni koncentrace 50 ng na reakéni jamku.
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Klinicka studie reprodukovatelnosti 2

Reprodukovatelnost testu cobas EGFR byla stanovena pomoci externi studie na 3 testovacich pracovistich (2 externi

a 1 interni, 2 pracovnici na kazdém pracovisti), 3 Sarzi Cinidel a v 5 testovacich dnech nejdoucich po sobé. Pouzit byl
11¢lenny panel vzorkit DNA extrahované z FFPET fezl vzorkt nadoru NSCLC divokého typu (WT) a mutantnich vzorkl
nadort (MT). Tento panel zahrnoval mutaci G719X v exonu 18, mutaci T790M v exonu 20, mutaci S768I v exonu 20,
inzer¢ni mutaci v exonu 20 a mutaci L861Q v exonu 21. Z 91 cykli bylo 90 (98,9 %) platnych. Celkem bylo provedeno
1980 duplikovanych testii u 11 ¢lenti panelu v 90 platnych cyklech; vSechny vysledky testii byly platné. Mezi

180 platnymi testy clenti panelu WT nebyly zadné vysledky ,,Mutation Detected*, ¢imz doslo ke 100% shod¢. U vSech
¢lent panelu s mutaci, kromé vzorki LoD pro inzerci v exonu 20, byly shody 100%. Vysledky dle celkové shody uvadi
Tab. 12 nize. Varia¢ni koeficient (CV) byl < 9,2 % u vSech ¢lentli panelu s mutaci. Pro externi kontrolu byl celkovy
variaéni koeficient < 1,3 %. Mezi Sarzemi byl CV < 0,6 % a v ramci Sarze < 1,1 %.

Tab. 12 Odhad celkové shody podle ¢lena panelu ve studii reprodukovatelnosti testu cobas EGFR 2

Polozka panelu Pocet platnych testl S?ﬁ;’ a (Sgr;?/od%:)/:
Divoky typ 180 180 100 (98,0, 100,0)
Exon 18 G719X — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Exon 20 T790M — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Exon 20 S768| — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Inzerce v exonu 20 — LoD 180 166 92,2 (87,3, 95,7)
Exon 21 L861Q — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Exon 18 G719X -2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Exon 20 T790M — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Exon 20 S768| — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Inzerce v exonu 20 — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Exon 21 L861Q -2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)

Pozn.: vysledky se shodovaly, kdyz &len panelu s typem mutace mél platny vysledek ,Mutation Detected* pro
cilovou mutaci nebo kdyz €len panelu divokého typu mél platny vysledek ,NMD*.

* 95% CI = exaktni 95% binomicky interval spolehlivosti.
Cl = interval spolehlivosti; LoD = mez detekce; NMD = ,No Mutation Detected”
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Korelace s referen¢ni metodou s pouzitim vzork faze lll z klinického hodnoceni
EURTAC

Klinické vysledky testu cobas EGFR byly vyhodnoceny srovnanim se dvéma referenénimi metodami — 2x dvousmérnou
Sangerovou sekvenacni metodou a kvantitativnim sekvenovanim nové generace (NGS) — s pouzitim 487 vzorki
karcinomu plic fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinovych blocich od pacient s pokro¢ilym NSCLC, kteii se
podrobili screeningu ve fazi 111 klinického hodnoceni EURTAC piipravku TARCEVA® (erlotinib) oproti chemoterapii
zalozené na cisplating.® 22 Klinické a demografické charakteristiky pacientd, jejichz vzorky byly k dispozici pro toto
retrospektivni testovani, byly srovnatelné s jinak zptusobilymi pacienty (557), jejichz vzorky nebyly pro opakované
testovani k dispozici.

V hodnoceni EURTAC proslo screeningem celkem 1276 pacientti, kteii byli testovani laboratorné vyvinutymi testy
souborné nazyvanymi klinické hodnoceni (CTA). Po vytfazeni nezptisobilych pacientl a pacientl bez vysledki CTA bylo
pro tuto studii potencialné zptsobilych 1044 pacientll. Mezi 1044 zpusobilymi pacienty bylo 225 pacienti, jejichz vzorky
byly pozitivni na mutaci podle CTA, 792 pacienti m¢lo vzorky s mutaci divokého typu podle CTA a 27 vzorkt bylo
podle CTA neprukaznych. Z 1044 potencialné zptsobilych pacientt bylo k dispozici pro opakované testovani pomoci
testu cobas EGFR 487 vzorkd.

Vsech 487 vzorki bylo testovano zaslepenym zptisobem pomoci testu cobas EGFR a Sangerovou sekvenac¢ni metodou.
Z tohoto poctu melo 406 vzorkt platné vysledky jak u testu cobas EGFR, tak i u testu Sangerovou sekvena¢ni metodou,
38 vzorkid mélo neplatné vysledky jak u testu cobas EGFR, tak i u testu Sangerovou sekvenacni metodou, 38 vzorki melo
neplatné vysledky testli jen u Sangerovy sekvenacni metody a 5 neplatnych vysledka bylo jen u testu cobas EGFR.

7 487 vzorku k dispozici pro opakované testovani cobas EGFR mélo 444 vzorkt platné vysledky testu cobas EGFR

a byly rovnéz testovany NGS. Z nich mélo 36 neplatné vysledky u NGS; takze 408 vzork mélo platné vysledky jak

u testu cobas EGFR, tak i u NGS. Analyticka piesnost testu cobas EGFR srovnana s kazdou referen¢ni metodou byla
vyhodnocena stanovenim procentni shody u pozitivnich vzorkii (PPA), procentni shody u negativnich vzorkt (NPA)

a celkové procentni shody (OPA) a jejich odpovidajici 95% CI pro delece v exonu 19 a mutace L858R jak celkove,

tak i zvlast’.

V kohort¢ EURTAC test cobas EGFR detekoval mutace v exonu 19 a exonu 21 genu EGFR (viz Tab. 13). Na zaklad¢
mutaci detekovanych v kohorté¢ EURTAC byla analyticka senzitivita prokdzana na mutacich (viz Tab. 6).

Tab. 13 Mutace detekované testem cobas EGFR v kohorté EURTAC

Exon Sekvence mutace Zména aminokyselin COSMIC ID"
2235 _2249del15 E746_A750delELREA 6223
2236_2250del15 E746_A750delELREA 6225
2239 2256del18 L747_S752delLREATS 6255
2240 _2257del18 L747_P753>S 12370
2239 2248 TTAAGAGAAG >C L747_A750>P 12382
2239 2251>C L747_T751>P 12383
2237_2255>T E746_S752>V 12384
2237_2253>TTGCT E746_T751>VA 12416
19 2237_2257>TCT E746_P753>VS 18427
2238_2252del15 L747_T751delLREAT 23571
2236_2252>AT E746_T751>I 26680
2239 2253>CAA L747_T751>Q 51527
2234 _2251>AAT K745 _T751>K Nenalezeno
2236_2244del9 E746_R748>E Nenalezeno
2236_2263>GAAGCAT E746_AT755>E Nenalezeno
2237_2251>AAC E746_751T>E Nenalezeno
2239 2257>GT L747_P753>V Nenalezeno
21 2573 T>G L858R 6224
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Do analyzy shody bylo zatazeno celkem 406 vzorka s platnymi vysledky testu cobas EGFR a Sangerova testu. Celkove
v detekci deleci v exonu 19 a mutaci L858R byla PPA mezi testem cobas EGFR a Sangerovou sekvena¢ni metodou
96,6 % (95% CI: 91,5 %, 98,7 %) a NPA byla 88,3 % (95% CI: 84,1 %, 91,5 %), jak uvadi Tab. 14. Celkova procentni
shoda (OPA) byla 90,6 % se spodni mezi 95% CI nad 87 %. Parametry PPA, NPA a OPA pro detekci deleci v exonu 19
byly vSechny > 92 %. Parametry PPA, NPA a OPA pro detekci porovnavanych mutaci L858R byly vSechny > 95 %.

Tab. 14 Srovnani testu cobas EGFR se Sangerovou sekvenaéni metodou pfi detekci delece v exonu 19 a mutace L858R

genu EGFR

Mutace Mira shody Procentni shoda (N) 95% CI
Procentni shoda pozitivnich vzorkti (PPA) 97,3 % (71/73) 90,5 %, 99,2 %
deeolgc‘leg Procentni shoda negativnich vzork( (NPA) 92,5 % (308/333) 89,2 %, 94,9 %
Celkové procentni shoda (OPA) 93,3 % (379/406) 90,5 %, 95,4 %
Procentni shoda pozitivnich vzorkti (PPA) 95,3 % (41/43) 84,5 %, 98,7 %
L858R Procentni shoda negativnich vzorka (NPA) 97,5 % (354/363) 95,4 %, 98,7 %
Celkové procentni shoda (OPA) 97,3 % (395/406) 95,2 %, 98,5 %
Procentni shoda pozitivnich vzorkd (PPA) 96,6 % (112/116) 91,5 %, 98,7 %
Celkoveé Procentni shoda negativnich vzorka (NPA) 88,3 % (256/290) 84,1 %, 91,5 %
Celkova procentni shoda (OPA) 90,6 % (368/406) 87,4 %, 93,1 %

Do analyzy shody bylo zatazeno celkem 408 vzorkt s platnymi vysledky testu cobas EGFR a testu NGS. Vysledek
srovnani PPA a NPA mezi testem cobas EGFR a NGS detekce delece v exonu 19 a bodové mutace L858R byl celkove
94,0 % (95% CI: 89,1 %, 96,8 %) a 97,7 % (95% CI: 95,0 %, 98,9 %), jak uvadi Tab. 15. OPA byla 96,3 % se spodni
mezi 95% CI 94,0 %. Pti detekcei delece v exonu 19 byly parametry PPA, NPA a OPA vSechny > 95 %, se v§emi dolnimi
mezemi 95% CI> 90 %. Hodnoty PPA, NPA a OPA byly v detekci mutace L858R rovnéz vSechny > 95 % a dolni meze
95% CI 2> 95 %, kromé PPA (90 %) a to kvli nizkému poctu detekovanych mutaci L858R.

Tab. 15 Srovnani testu cobas EGFR s testem NGS pfi detekci delece v exonu 19 a mutace L858R genu EGFR

Mutace Mira shody Procentni shoda (N) 95% CI
Procentni shoda pozitivnich vzorkti (PPA) 95,9 % (94/98) 90,0 %, 98,4 %
EdX:IgCLg Procentni shoda negativnich vzorkii (NPA) 99,7 % (309/310) 98,2 %, 99,9 %
Celkové procentni shoda (OPA) 98,8 % (403/408) 97,2 %, 99,5 %
Procentni shoda pozitivnich vzorkd (PPA) 90,6 % (48/53) 79,7 %, 95,9 %
L858R Procentni shoda negativnich vzorka (NPA) 98,6 % (350/355) 96,7 %, 99,4 %
Celkova procentni shoda (OPA) 97,5 % (398/408) 95,5 %, 98,7 %
Procentni shoda pozitivnich vzorkd (PPA) 94,0 % (142/151) 89,1 %, 96,8 %
Celkové Procentni shoda negativnich vzork( (NPA) 97,7 % (251/257) 95,0 %, 98,9 %
Celkova procentni shoda (OPA) 96,3 % (393/408) 94,0 %, 97,8 %
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Korelace s referen¢ni metodou s pouzitim vzorkt faze Il z klinického hodnoceni
AURA2

Klinické vysledky testu cobas EGFR byly vyhodnoceny porovnanim s validovanou platformou sekvenovani nové
generace (NGS) s pouzitim 383 vzorkl karcinomu plic fixovanych formalinem a zalitych v parafinu od pacientd

s pokrocilym NSCLC, kteti se podrobili screeningu pomoci testu cobas EGFR ve fazi II klinického hodnoceni AURA?2
zkoumajiciho piipravek TAGRISSO® (osimertinib).

Béhem klinického hodnoceni AURA?2 proslo screeningem s pouzitim testu cobas EGFR celkem 472 pacientd. Po
vyfazeni nezplsobilych pacient bylo pro ucast v této studii zpisobilych 383 pacientu.

Vsech 383 vzorkd bylo testovano zaslepenym zptisobem pomoci testu cobas EGFR i validovanou metodou NGS. Z nich
melo 368 platné vysledky jak u testu cobas EGFR, tak i u NGS. Celkem 2 neplatné vysledky byly pozorovany u testu
cobas EGFR i NGS, 2 neplatné vysledky pouze u NGS a 11 neplatnych vysledki pouze u testu cobas EGFR. Analyticka
piesnost testu cobas EGFR srovnana s referenéni metodou NGS pro detekci mutace T790M, byla vyhodnocena pomoci
odhadu procenta shody pozitivnich vzorkti (PPA), procenta shody negativnich vzorkli (NPA) a celkového procenta shody
(OPA) a jejich odpovidajiciho 95% CI pro mutaci T790M.

V klinickém hodnoceni AURA?2 test cobas EGFR detekoval mutace genu EGFR (viz Tab. 16). Na zaklad¢ mutaci
detekovanych v klinickém hodnoceni AURA2 byla analyticka senzitivita prokazana na mutacich (viz Tab. 6).

Tab. 16 Mutace detekované testem cobas EGFR v kohorté AURA2

Exon Sekvence mutace Zména aminokyselin COSMIC ID™*

2156G>C G719A 6239
18 2155G>A G719S 6252
2155G>T G719C 6253

2239 2247delTTAAGAGAA L747_E749delLRE 6218
2235_2249del15 E746_A750delELREA 6223

2236_2250del15 E746_A750delELREA 6225

2239 2256del18 L747_S752delLREATS 6255

2240 _2254del15 L747_T751delLREAT 12369

2240 _2257del18 L747_P753>S 12370

19 2239 2248 TTAAGAGAAG>C L747_A750>P 12382

2239 2251>C L747_T751>P 12383

2237 _2255>T E746_S752>V 12384

2237_2251del15 E746_T751>A 12678

2235 _2248>AATTC E746_A750>IP 13550

2235 2252>AAT E746_T751>I 13551

2253_2276del24 S752_1759delSPKANKEI 13556

2237_2257>TCT E746_P753>VS 18427

20 2369C>T T790M 6240
2303G>T S768I 6241

2573T>G L858R 6224

21 2573 _2574TG>GT L858R 12429
2582T>A L861Q 6213

Do analyzy shody bylo zatazeno celkem 368 vzorka s platnymi vysledky testu cobas EGFR a testu NGS. Parametr PPA
mezi testem cobas EGFR a NGS byl 88,3 % (95% CI: 83,8 % az 91,7 %), NPA byl 97,3 % (95% CI: 92,4 % az 99,1 %)
a OPA byl 91,0 % (95% CI: 87,7 % az 93,5 %) pii detekci mutace T790M — viz Tab. 17. Tticet vzorkl bylo podle NGS
pozitivnich, avSak negativnich dle testu cobas EGFR: u 10/30 vzorkl bylo procento mutace T790M stanovené pomoci
NGS niz8i nez LoD (< 2 % mutace) testu cobas EGFR. U 20/30 vzorka sttedné zpozdéna hodnota IC Ct znamenala
Spatnou amplifikovatelnost templatu DNA.
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Tab. 17 Srovnani testu cobas EGFR s NGS pfi detekci mutace T790M genu EGFR

Mira shody Procentni shoda (N) 95% CI
Procentni shoda pozitivnich vzorkti (PPA) 88,3 % (226/256) 83,8 %, 91,7 %
Procentni shoda negativnich vzorki (NPA) 97,3 % (109/112) 92,4 %, 99,1 %
Celkova procentni shoda (OPA) 91,0 % (335/368) 87,7 %, 93,5 %

Vysledné klinické udaje
EURTAC

Studie EURTAC?? byla multicentricka, oteviena, randomizovana studie faze III srovnavajici pfipravek TARCEVA®
(erlotinib) se standardni chemoterapii na bazi platiny jako prvni linie terapie u pacientti s pokroCilym NSCLC, ktefi dosud
nepodstoupili chemoterapii a jejichz nadory maji delece v exonu 19 nebo substitu¢ni mutace v exonu 21 (L858R) genu
EGFR podle vysledki klinického hodnoceni (CTA). Studii sponzorovala organizace Spanish Lung Cancer Group
(SLCGQG). Do studie bylo zapojeno celkem 174 pacienti. Vysledky hodnoceni ukazaly, Ze pacienti uzivajici hodnoceny
piipravek TARCEVA®, méli statisticky vyznamny narist doby pfeziti do progrese (PFS) (median PFS 10,4 mésice proti
5,1 mésice) ve srovnani s pacienty 1é€enymi chemoterapii; pomér rizik 0,34 (p <0,0001, 95% CI [0,23; 0,49]). Procento
odpovédi na 1é¢bu pacienttt v rameni s piipravkem TARCEVA® bylo vy$§i neZ procento odpovédi na 1ébu pacientli
lé¢enych chemoterapii (65,1 % proti 16,1 %). V celkové dobé preziti (OS) nebyl mezi témito dvéma rameny zjistén zadny
vyznamny rozdil, protoZe 76 % pacientti v rameni se standardni chemoterapii pieslo k uzivani ptipravku TARCEVA®.

Ze 174 pacientt tcastnicich se klinického hodnoceni EURTAC, 134 pacientti (77 % populace studie, véetn€ 69 pacienti
zramena s TARCEVA® a 65 pacientli z ramena s chemoterapif) bylo k dispozici pro opakované testovani a bylo
testovano retrospektivné pomoci testu cobas EGFR. U 134 opétné testovanych ptipadi testem cobas EGFR, 116 piipada
(59 pacientii z ramena s TARCEVA® a 57 pacientli z ramena s chemoterapii) mélo v testu cobas EGFR vysledek
»Mutation Detected*. Analyza této 116¢lenné podskupiny ukézala, Ze u pacient 1é¢enych ptipravkem TARCEVA® doslo
k podstatnému prodlouzeni doby pieziti do progrese (median PFS byl 10,4 proti 5,4 mésice) a mensi pravdépodobnost
vyvoje progresivni choroby nebo smrti (pomér rizik = 0,34, 95% CI[0,21; 0,54], p < 0,0001) nez u pacientt [éCenych
chemoterapii (Obréazek 3). Procento odpovédi bylo v rameni s piipravkem TARCEVA® vy$3i ve srovnani s ramenem

s chemoterapii (59,3 % proti 14,0 %). Mezi témito dvéma skupinami nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil v délce
celkové doby preziti. Pozorovany klinicky piinos v podskupiné pacientli vySetiovanych testem cobas EGFR byl
srovnatelny s pfinosem pozorovanym v celé populaci pacientt studie (Tab. 18).

Byla provedena dal$i analyza ucinnosti u pacientt, ktefi méli pozitivni vysledek testu cobas EGFR, ale negativni nebo
neplatny pfi testu CTA. V ptipadé nejhorsiho scénare (pti predpokladu poméru rizik 1 pro pacienty pozitivni dle testu
cobas EGFR a negativni dle testu CTA), udaje prokazaly pomér rizik 0,42 (95% CI [0,26; 0,57]).
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Obrazek 3 Kaplantv-Meierav graf doby preziti bez progrese podle Ié€by pro pacienty s mutaci detekovanou testem
cobas EGFR (vyhodnoceni zkousejiciho)
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Tab. 18 Klinicky pfinos pro pacienty s testem cobas EGFR je srovnatelny s pfinosem pozorovanym u populace
studie EURTAC

Populace pozitivni v testu cobas EGFR EURTAC
Parametr n=118 n=1T¥
Chemoterapie Erlotinib Chemoterapie Erlotinib
n =57 n =259 n =87 n =86

PFS
Median (mésice) 54 10,4 5,1 10,4
Pomér rizik 0,34 0,34
Pomeér rizik 95% CI [0,21; 0,54] [0,23; 0,49]
Hodnota P (log-rank test) < 0,0001 < 0,0001

* Jeden pacient po skonéeni studie EURTAC zrusil souhlas, takze pocet v souboru dat n = 173.

AURA2

Studie AURA2* byla multicentrickd, oteviena studie s jednim ramenem faze II k hodnoceni bezpe€nosti a G¢innosti
piipravku TAGRISSO® (osimertinib) jako 1é¢by druhé nebo > tieti linie u pacientt s pokro¢ilym NSCLC, u nichz doslo
k progresi po predchozi terapii schvalenym ptipravkem EGFR TKI. VSichni pacienti museli mit NSCLC pozitivni na
mutaci T790M na zaklad¢ detekce pomoci testu cobas EGFR. Primarnim cilovym parametrem t¢innosti byla objektivni
mira odpoveédi (ORR) dle kritérii RECIST 1.1 na zdklad¢ zaslepeného nezavislého centralniho vyhodnoceni (BICR)

s pouzitim souboru hodnotitelnych vysledkl k analyze odpovédi. Parametr ORR byl definovan jako pocet (%) pacientl
s alespon 1 navstévou a vysledkem tiplna odpoveéd’ (CR) nebo caste¢na odpoveéd’ (PR), ktera byla potvrzena nejméné

4 tydny poté (tj. nejlepsi objektivni odpovéd’ [BOR] CR nebo PR).

Ze 472 pacientt, ktefi podstoupili screening pro studii AURA2, bylo 383 pacientt zptisobilych k testovani pomoci
testu cobas EGFR. Z téchto zptusobilych bylo 233 pacientl pozitivnich na mutaci T790M pfijato do studie AURA2
a 210 pacientt bylo zafazeno a obdrzelo ptipravek TAGRISSO® (uplny soubor k analyze [FAS]).
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Tab. 19 nize uvadi ORR podle BICR a hodnoceni zkousejiciho ve studii AURA2. Z 210 pacienti, ktefi dostali alespont
jednu davku ptipravku TAGRISSO® (FAS), byla u 128 potvrzena odpovéd’ dle BICR s ORR 61,0 % (95% CI: 54,0 %
az 67,6 %) a 135 na zaklad¢ hodnoceni zkousejiciho s ORR 64,3 % (95% CI: 57,4 % az 70,8 %).

Vsech 383 pacientt zptisobilych k casti ve studii AURA2 bylo opakované testovano pomoci testu cobas EGFR.
Z 233 pacientl pozitivnich na mutaci T790M zatazenych do studie AURA2 bylo 225 identifikovano jako T790M-
pozitivni pomoci testu cobas EGFR a 204 bylo v souboru FAS.

Z 204 pacientt, kteii dostali piipravek TAGRISSO® (FAS), byla u 127 potvrzena odpovéd’ dle BICR s ORR 62,3 %
(95% CI: 55,2 % az 68,9 %) a 133 na zéklad€ hodnoceni zkousejiciho s ORR 65,2 % (95% CI: 58,2 % az 71,7 %).

Tab. 19 Klinicky pfinos pro T790M-pozitivni pacienty testované pomoci testu cobas EGFR ve studii AURA2

AURA2 Test cobas EGFR (IVD)
T790M-pozitivni
Soubor Pocet Poéet
K analvze Hodnotil N potvrzenych ORR (95% CI) N potvrzenych ORR (95% ClI)
¥z odpovédi odpovédi
Zaslepené nezavislé 128 61,0 % 127 62,3 %
Uplny soubor | centralni hodnoceni (54,0 %, 67,6 %) (55,2 %, 68,9 %)
k analyze (FAS) 210 64,3 % 204 65,2 %
Zkousejici 135 133
(57,4 %, 70,8 %) (58,2 %, 71,7 %)
FLAURA
I Klinické hodnoceni faze Il pro prvni linii Ié€by pFipravkem TAGRISSO®

Klinické hodnoceni FLAURA!? bylo dvojité zaslepené, randomizované klinické hodnoceni faze 111 k vyhodnoceni
ucinnosti a bezpe¢nosti piipravku TAGRISSO® oproti standardni 1é¢bé (SoC: s pouzitim EGFR-TKI [gefitinib nebo
erlotinib]) jako 1é€by prvni linie u pacientii s lokaln€ pokrocilym nebo metastatickym NSCLC, kteti nepodstoupili
predchozi systémovou lécbu pokrocilého onemocnéni a u jejichz nadorti byly mistné nebo centralné potvrzeny
senzitizujici mutace EGFR, Ex19Del nebo substitu¢ni mutace L858R, souhrnn¢ uvadéné jako EGFRm pozitivni.
Primarnim cilovym parametrem studie FLAURA bylo pfeziti bez progrese (PFS) na zakladé vyhodnoceni zkousejicim
u pacientii v plném souboru k analyze (FAS: vSichni randomizovani pacienti na celém svéte).

Celkem 994 pacientti absolvovalo screening pro randomizaci v klinickém hodnoceni, z nichz u 809 pacientt byly vzorky
nadorové tkang testovany centralni laboratofi testem cobas EGFR bud’ prospektivné pfi screeningu nebo retrospektivne.
Z 556 randomizovanych pacientd (289 randomizovano na zéklad¢ centralniho testu tkan€ cobas a 267 randomizovano
na zaklad¢€ mistniho testu) bylo u 500 pacientli potvrzeno, Ze maji pozitivni vysledek centraln¢ provedeného testu

cobas EGFRm. Z 267 pacientl randomizovanych na zdklad€ mistniho testu byl u 211 pacientt potvrzen pozitivni
vysledek centralniho testu cobas EGFRm, 41 pacientli nemelo vysledek testu cobas v disledku chybéjiciho nebo
nedostate¢ného vzorku, 9 pacientl mélo neplatny vysledek testu cobas a 6 pacientll mélo vysledek testu cobas

,,No Mutation Detected”.

Tab. 20 nize uvadi HR pro PFS podle vyhodnoceni zkousejiciho u tiplného souboru k analyze a populace primarniho
zatizeni (pacienti s pozitivnim vysledkem centralniho testu tkdné cobas EGFRm). HR pro PFS podle hodnoceni
zkousejiciho pro uplny soubor k analyze (N = 556), na zaklad¢ stratifikovaného log rank testu, byl 0,46 (95% CI: 0,37,
0,57). Stejny bodovy odhad byl ziskén z neupraveného Coxova modelu proporciondlnich rizik. HR pro PFS podle
hodnoceni zkousejiciho pro populaci priméarniho zatizeni (N = 500), vypocitany z neupravené¢ho Coxova modelu
proporcionalnich rizik, byl 0,43 (95% CI: 0,34, 0,54). Klinicka ucinnost pozorovana u populace primarniho zatizeni
byla konzistentni s tiplnym souborem k analyze. Kaplan-Meierovu kiivku PFS dle hodnoceni zkousejiciho u populace
primarniho zafizeni uvadi Obrazek 4.
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Tab. 20 Preziti bez progrese podle hodnoceni zkousejiciho pro uplny soubor k analyze FLAURA a pro populaci primarniho
zarizeni (pozitivni vysledek testu cobas EGFR)
Upliny soubor k analyze FLAURA Populace FLAURA s pOZItIV.nIn"II v'ysledlv('y teﬁtu
_ cobas EGFR (populace primarniho zafizeni)
N = 556 N = 500
Osimertinib Gefitinib nebo erlotinib Osimertinib Gefitinib nebo erlotinib
(N = 279) (N =277) (N = 255) (N = 245)
PFS
Pocet pfihod (%) 136 (49) 206 (74) 124 (49) 188 (77)
Median PFS v mésicich 18,9 10,2 18,9 9,7
(95% ClI) (15,2, 21,4) (9,6, 11,1) (15,2, 21,4) (9,5, 11,0)
o 0,46 0,43
Pomér rizik (95% CI)?
(0,37, 0,57) (0,34, 0,54)
Oboustranna p-hodnota? < 0,0001 < 0,001

2 Neupraveny Cox(v model proporcionalnich rizik

Obrazek 4 Kaplantiv-Meiertv graf doby pieziti bez progrese podle l1éby pro pacienty s mutaci detekovanou testem
cobas EGFR (vyhodnoceni zkousejiciho) v klinickém hodnoceni FLAURA
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Il Analyza standardni 1é¢éby pFipravkem IRESSA®

U pacienttl tEGFR+ 1é¢enych piipravkem IRESSA® (gefitinib) v kontrolnim rameni studie FLAURA byla provedena
samostatna analyza. Z celkového poctu 178 pacienti 1é¢enych piipravkem IRESSA® mé&lo 174 objektivni odpoveéd’
vyhodnocenou zkousejicim [ORR = 67,8 % (118/174, 95% CI: 60,6%, 74,3%, POPO v Tab. 21)].

Ze 79 pacientii 1é¢enych piipravkem IRESSA® a randomizovanych na zakladé centralniho testu tkané cobas (primarni
populace ucinnosti), melo 57 objektivni odpovéd’ s ORR 72,2 % (95% CI: 61,4 %, 80,8 %, POP1 v Tab. 21).

Uginek 16&by ptipravku IRESSA® na zakladg testu tkané cobas byl zachovan u dalsich populaci pacientti s ORR v rozsahu
od 64,2 % (POP2, zatazeni dle mistniho testu a také pacienti cobas tEGFR+) az 68,5 % (POP3, vSichni pacienti
cobas tEGFR+) (Tab. 21 a Obrazek 5). Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky hlaSenymi v pivodni registracni

studii (IFUM) u vybranych pacientt 1é¢enych piipravkem IRESSA®."

Tab. 21 Vysledky ORR pro rtizné populace pacient(i na zakladé testu tkané cobas EGFR
Randomizovani pacienti v rameni SoC lééeni pfipravkem IRESSA®
o Randomizovani mistné (Local tEGFR+) Celkem
Objektivni Randomizovani
odpovéd na léébu centralné cobas cobas tEGFR
(cobas tEGFR+) | Sobas tEGFR+ | - .o Neplatné/
neni znamo
Pocet pacientd 79 70 2 23 174
Odpoveéd 57 45 1 15 118
Bez odpoveédi 22 25 1 8 56
POP1=72,2% | POP4 =64,3 % POP5 = 65,2 % POPO = 67,8 %
(57/79: (45/70: - (15/23: (118/174:
61,4 %, 80,8 %) | 52,6 %, 74,5 %) 44.9 %, 81,2 %) 60,6 %, 74,3 %)
ORR (%, 95% ClI) i POP2 = 64,2 % )
(61/95: 54,2 %, 73,1 %)
POP3 = 68,5 %
(102/149: 60,6 %, 75,4 %)

Pozn.: pacienti s chybéjici objektivni odpovédi byli vylouceni.

Poznamka: tEGFR = tkanovy EGFR; Cl = (skére) interval spolehlivosti.

POP = populace (podskupina).

POP1: ORR pro pacienty randomizované podle testu tkané cobas (primarni populace U¢innosti pro test tkané cobas).
POP2: ORR pro pacienty randomizované podle mistniho testu tkané.

POP3: ORR pro pacienty pozitivni na test tkané cobas.

POP4: ORR pro pacienty randomizované podle mistniho testu tkané a potvrzené testem tkané cobas.

POP5: ORR pro pacienty randomizované podle mistniho testu tkdné s neplatnym vysledkem nebo netestované testem
tkané cobas.

POPO: ORR pro vSechny pacienty lé¢ené piipravkem IRESSA®.

07340761001-08CS

Doc. Rev. 8.0 38



CAST A: Uréeno pro pouziti se vzorky tkané

cobas® EGFR Mutation Test v2

Obrazek 5 Forest grafy ORR podle testu cobas EGFR v tkani u riznych populaci

Populace studie

POP1

POP2

POP3

POP4

POP5

POPO

ORR % (95% Cl)

72,2 % (57/79: 61,4 %, 80,8 %)

64,2 % (61/95: 54,2 %, 73,1 %)

68,5 % (102/149: 60,6 %, 75,4 %)

64,3 % (45/70: 52,6 %, 74,5 %)

65,2 % (15/23: 44,9 %, 81,2 %)

67,8 % (118/174: 60,6 %, 74,3 %)

0,4

ORR

0,9

POP = populace (podskupina).

POP1: ORR pro pacienty randomizované podle testu tkané cobas (primarni populace U¢innosti pro test tkané cobas).
POP2: ORR pro pacienty randomizované podle mistniho testu tkané.

POP3: ORR pro pacienty pozitivni na test tkané cobas.
POP4: ORR pro pacienty randomizované podle mistniho testu tkané a potvrzené testem tkané cobas.
POP5: ORR pro pacienty randomizované podle mistniho testu tkané s neplatnym vysledkem nebo netestované testem tkané cobas.
POPO: ORR pro v&echny pacienty lééené pfipravkem IRESSA®.
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CAST B: POUZITi SE VZORKY PLAZMY

Priprava vzorku

Pro izolaci DNA ze vzorki plazmy viz soupravu cobas® cfDNA Sample Preparation Kit (M/N 07247737190).

Materialy a ¢inidla

Materialy a €inidla, ktera jsou soucasti dodavky

Soupravy/Kazety

Soucasti a slozky €inidel

Mnozstvi na test

Bezpeénostni symboly a varovani

cobas® EGFR
Mutation Test v2 Kit
24 test(

(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-1

(EGFR Master Mix 1)

(M/N: 06471366001)

Tris pufr

Chlorid draselny

Glycerol

EDTA

Tween 20

3,13 % dimetylsulfoxid

0,09 % azid sodny

< 0,10 % dNTPs

< 0,01 % Z05-AS1 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,01 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
(mikrobialni)

< 0,01 % Aptamer

< 0,01 % upstream a downstream EGFR primery

< 0,01 % fluorescenéné znactené sondy EGFR

2x%0,48 ml

N/A

EGFR MMX-2

(EGFR Master Mix 2)

(M/N: 06471382001)

Tris pufr

Chlorid draselny

Glycerol

EDTA

Tween 20

3,13 % dimetylsulfoxid

0,09 % azid sodny

< 0,10 % dNTPs

< 0,01 % Z05-AS1 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,01 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
(mikrobialni)

< 0,01 % Aptamer

< 0,01 % upstream a downstream EGFR primery

< 0,01 % fluorescenéné znaené sondy EGFR

2x0,48 ml

N/A
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Soupravy/Kazety Soucasti a slozky cinidel Mnozstvi na test | Bezpe¢nostni symboly a varovani

EGFR MMX-3 v2 N/A

(EGFR Master Mix 3)

(M/N: 07248601001)

Tris pufr

Chlorid draselny

Glycerol

EDTA

Tween 20

3,13 % dimetylsulfoxid 2 x 0,48 ml

0,09 % azid sodny

< 0,10 % dNTPs

< 0,01 % Z05-AS1 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,01 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
(mikrobialni)

< 0,01 % Aptamer

< 0,01 % upstream a downstream EGFR primery

< 0,01 % fluorescenéné znacené sondy EGFR

MGAC N/A
cobas® EGFR (Octan hofec¢naty)
Mutation Test v2 Kit (M/N: 05854326001) 6 x0,2ml
24 testu Octan hofeénaty
(M/N: 07248563190) 0,09 % azid sodny
EGFR MC N/A

(Kontrola mutace EGFR)

(M/N: 06471455001)

Tris pufr

EDTA

Poly-rA RNA (synteticka)

0,05 % azid sodny

< 0,1 % plazmid DNA obsahuijici exon 18, 19, 20
a 21 sekvence genu EGFR (mikrobialnf)

< 0,1 % DNA divokého typu genu EGFR (buné&éna
kultura)

6x0,1ml

DNA SD N/A
(Roztok pro fedéni vzork(l DNA)
(M/N: 05854474001) 2x3,5ml

Pufr Tris-HCI
0,09 % azid sodny

Uchovavani ¢inidel a manipulace s nimi

Cinidlo Teplota uchovavani Doba uchovavani

Po otevieni je stabilni pro 4 pouziti po dobu 90 dni nebo dokud

cobas® EGFR Mutation Test v2* 2°Caz8°C - . < . -
nevyprsi vyznacena doba pouZitelnosti, podle toho, co nastane dfive.

*EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 a pracovni MMX (pfipraveny pfidanim MGAC do EGFR MMX-1 nebo EGFR MMX-2
nebo EGFR MMX-3 v2) musi byt chranény pred delSim vystavenim svétlu. Pracovni MMX je nutné uchovavat pfi teploté 2 °C az 8 °C
ve tmé. Pfipravené vzorky a kontroly musi byt pfidany béhem 1 hodiny od pfipravy pracovniho MMX. S amplifikaci je tfeba zacit do
1 hodiny od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly pfidany do pracovniho MMX.
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Dalsi potrebny material

Material

P/N

cobas® cfDNA Sample Preparation Kit

Roche M/N 07247737190

Bélidlo

Kterykoli dodavatel

70% etanol

Kterykoli dodavatel

Sterilni jednorazové sérologické 5ml a 25ml pipety

Kterykoli dodavatel

Mikrotitraéni desti¢ka pro systém cobas® 4800 (AD desti¢ka) a zalepovaci folie

Roche 05232724001

Aplikator zalepovaci félie pro systém cobas® 4800 (dodavany s instalaci
systému cobas® 4800)

Roche 04900383001

Nastavitelné pipetory* (objem 5—1000 pl)

Kterykoli dodavatel

Aerosolova bariéra nebo pipetovaci $pi¢ky s pfimym vypuzovanim bez DNazy

Kterykoli dodavatel

Stolni mikrocentrifuga* (schopna dosahnout 20 000 x g)

Eppendorf 5430 nebo 5430R nebo ekvivalentni

Mrazni¢ka umozriujici dosahovat teplot —25 °C az —15 °C

Kterykoli dodavatel

Zkumavky do mikrocentrifugy s vickem s pojistkou (1,5ml bez RNazy/DNazy,
pro PCR)

Kterykoli dodavatel

Stojany pro kénické zkumavky a zkumavky do mikrocentrifugy

Kterykoli dodavatel

Vifivy mixér (Vortex)*

Kterykoli dodavatel

Rukavice na jedno pouziti bez pudru

Kterykoli dodavatel

* Veskeré vybaveni je nutné udrZzovat podle pokynu vyrobce.

Vice informaci ohledné samostatné prodavanych materiald ziskate u svého mistniho zastupce spole¢nosti Roche.

Potrebné vybaveni a software, které neni sou¢asti dodavky

Potifebné vybaveni a software, které neni soucasti dodavky

Analyzator cobas® z 480

Ridici jednotka systému cobas® 4800 se softwarem systému verze 2.2 nebo vy3si

EGFR Plasma P1 Analysis Package softwarovy verze 1.0 nebo vy3si*

Cteéka &arového kédu s USB

Tiskarna

* Aktualni verzi softwaru naleznete v karté s informacemi o vyrobku k sadé cobas® EGFR Mutation Test v2 (M/N: 07335873001).

Vice informaci ohledné samostatné prodavanych materiali ziskate u svého mistniho zastupce spole¢nosti Roche.
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Bezpecnostni opatreni a pozadavky na manipulaci

Varovani a bezpeénostni opatreni

Jak je tomu pii kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu zasadnim pozadavkem dodrzovat
principy spravné laboratorni praxe.

« Pouze pro tcely diagnostiky in vitro
« Bezpecnostni listy (SDS) zasle na vyzadani Vase mistni pobocka spole¢nosti Roche.

» Tento test je uréen k pouziti se vzorky plazmy NSCLC. Vzorky by mély byt povazovany za infekéni material
a manipulace s nimi by méla byt provadéna podle spravnych laboratornich postupt, které jsou uvedeny
v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'® a v dokumentu CLSI ¢&islo M29-A4."7

» Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a $picky na pipety bez DNazy.

Spravna laboratorni praxe

« Nepipetujte tsty.
» V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekuite.
o Po praci se vzorky a ¢inidly si dukladné umyjte ruce.

«  Pripraci s jakymikoliv ¢inidly pouZivejte rukavice na jedno pouZiti, pracovni odév a ochranné bryle. Dbejte
na to, aby se tyto materialy nedostaly do styku s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud ke styku dojde,
okamzité postiZenou oblast omyjte velkym mnozstvim vody. Pokud by byla tato opatfeni zanedbana, mize
dojit k popaleninam. Pokud dojde k rozliti, zfed’te je pied vytfenim dosucha vodou.

e Vsechny pracovni plochy dikladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé pfipravenym 0,5 % roztokem chlornanu
sodného v destilované nebo deionizované vod¢ (ziedény bélici prostiedek pro domacnosti 1:10). Dale povrch
otfete 70 % etanolem.

Pozn.: bézné bélici prostiedky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny o koncentraci 5,25 %. Roztok chlornanu
sodného o koncentraci 0,5 % tak ziskate zredénim bélidla pro domacnost v pomeéru 1:10.

Kontaminace

» Je nutné nosit rukavice. Aby nedoslo ke kontaminaci, musi se rukavice vyménovat mezi manipulaci se vzorky
a manipulaci s Cinidly testu cobas EGFR. Vyvarujte se kontaminaci rukavic pii zachdzeni se vzorky.

» Aby se sniZila moznost kontaminace, je nutné Casto ménit rukavice.

« Rukavice se musi vyménit pfed opusténim prostor ur¢enych pro izolaci DNA nebo v piipadé podezieni,
ze doslo ke kontaktu s roztoky nebo vzorky.

o Zamezte mikrobialni a ribonukleazové kontaminaci ¢inidel.

« Pracoviste pro amplifikaci a detekci je nutno pted ptipravou MMX peclive vycistit. Pristroje a potfebné
pomticky by mély byt urCeny pro kazdy z téchto krokli samostatné a nemély by byt pouzity pro jinou ¢innost
ani prenaseny. Napf. pipetory a spotfebni material pouzivané pro izolaci DNA se nesmi pouzivat k piipravé
¢inidel pro amplifikaci a detekci.

» Velmi doporucujeme jednosmérny pracovni postup — zahajit novy krok az po kompletnim dokonc¢eni piedcho-
ziho kroku. Napt. pted amplifikaci a detekci je nutné dokoncit izolaci DNA. Izolaci DNA je nutné provést na

jiném misté nez amplifikaci a detekci. Aby nedoslo ke kontaminaci pracovniho Master Mixu vzorky DNA, je
nutné pred piipravou pracovniho Master Mixu peclivé vycistit pracovni plochu.
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Integrita

« Nepouzivejte soupravy po uplynuti data pouzitelnosti.

+ Nesmeésujte dohromady ¢inidla z riznych souprav nebo $arzi.

» Polozky k jednorazovému pouziti nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.

» Vsechny polozky k jednorazovému pouziti pouzijte jen jednou. NepouZzivat opakované.

« Veskeré vybaveni je nutné radn¢ udrzovat podle pokynti vyrobce.

Likvidace

« DNA EB, MGAC, EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2, EGFR MC a DNA SD obsahuji azid
sodny. Ten miiZze reagovat s olovénym nebo médénym potrubim a vytvatet vysoce explozivni kovové azidy. Pii
likvidaci roztoki obsahujicich azid sodny do laboratorniho umyvadla proplachnéte odtok velkym mnozstvim
studené vody, abyste tak zabranili vytvaieni azidi.

» Nespotiebovana ¢inidla a odpad likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi piedpisy.

Rozliti a €isténi
« Pokud dojde k rozliti na piistroj cobas® 4800, postupujte pii ¢isténi podle pokynii v piisluiném Navodu k pouziti
systému cobas® 4800 nebo Asistentu uzivatele systému cobas® 4800.

«  Pro ¢isténi analyzatoru cobas® z 480 nepouZivejte roztok chlornanu sodného (b&lidlo). Vygistéte analyzator
cobas® z 480 podle postupti popsanych v piislusném Navodu k pouziti systému cobas® 4800 nebo Asistentu
uzivatele systému cobas® 4800.

« Dal3i varovani, upozornéni a postupy pro snizeni nebezpeéi kontaminace analyzatoru cobas® z 480 najdete
v Navodu k pouziti systému cobas® 4800 nebo v Asistentu uzivatele systému cobas® 4800.

Odbér, preprava a uchovavani vzorku

Pozn.: se vSemi vzorky je treba zachdzet jako s potencialne infekcnimi.

Odbér vzorkli a manipulace s nimi

Odbérova zkumavka Roche Cell-Free DNA

Plazma z pIné krve odebrané do odbérovych zkumavek Roche Cell-Free DNA (zkumavek Roche cfDNA) byla validovana
pro pouziti s testem cobas EGFR.

Plazma ma byt odd¢lena z krve odebrané do zkumavek Roche ¢cfDNA do 7 dni po odbéru. Vzorky krve odebrané do
zkumavek Roche ¢fDNA jsou stabilni 7 dni, jsou-li uchovavany nebo ptepravovany pti 15-25 °C, s docasnymi
odchylkami na 15-30 °C po dobu az 16 hodin. Po oddéleni plazmy uchovavejte podle pokyni v oddile PFeprava,
uchovavani a stabilita vzorki nize.

Pozn.: v plazmé oddélené z krve odebrané do zkumavky Roche cfDNA byla pozorovana hemolyza. Ukdzalo se vsak, ze p7i
koncentraci hemoglobinu < 2,0 g/l nedochdzi k interferenci s ucinnosti testu cobas EGFR.
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Odbérova zkumavka K2 EDTA

Plazma z pIné krve odebrané do zkumavek K2 EDTA byla validovana pro pouZiti s testem cobas EGFR.

Plnou krev s K2 EDTA Ize uchovavat az 8 hodin pii < 30 °C. Po odd¢€leni plazmy uchovavejte podle pokyni v oddile
Pieprava, uchovavani a stabilita vzorku nize.

Preprava, uchovavani a stabilita vzorku
Pfi prepravé vzorki plazmy je tfeba dodrzovat celostatni i mistni piedpisy o pfepravé etiologickych agens.!®

Vzorky plazmy jsou stabilni v nasledujicich podminkach:

Teplota uchovavani <-70°C —15°C a2 —25 °C 2°C az8°C 15°C a2 30 °C
vzorkl plazmy

Doba uchovavani pro

plazmu Roche cfDNA AZ 30 dni Az 30 dni AZ 7 dni Az 1den

Doba uchovavani pro

plazmu K2 EDTA AZ 12 mésicl AZ 12 mésicl Az 3 dni Az 1den

Skladovani a stabilita zpracovanych vzorku

Zpracovany vzorek (extrahovana cfDNA) z plazmy ziskané ze zkumavky Roche cfDNA nebo ze zkumavky K2 EDTA
je stabilni v nésledujicich podminkéch:

Teplota uchovavani o . o o e
extrahované cfDNA -15°Caz-25°C 2°Caz8°C 15°C az 30 °C

Az 2 cykly zmrazeni

a rozmrazeni v pribéhu 60 dni AZ 21 dni AZ 7 dni

Doba uchovavani

Extrahovanou cfDNA je nutné pouzit v doporuc¢ené dob& uchovavani nebo pred datem expirace soupravy pro piipravu
vzorki cobas® cfDNA Sample Preparation Kit, podle toho, co nastane diive.

Pied pouzitim extrahované uchované zasobni DNA proved’te promichani pulznim vifenim a odstfed’te elucni zkumavku
obsahujici zasobni.
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Postup testu

Spusténi testu

Obrazek 6 Pracovni postup testu cobas EGFR se soupravou cobas® cfDNA Sample Preparation Kit

1 Spustte systém.

Provedte udrzbu pfistroje.

Odstrarite vzorky a Cinidla z mista uchovavani.

Pfipravte vzorek na navazani na kolonu.

Provedte izolaci DNA.
Eluujte DNA.

Vytvofte objednavku a vytisknéte rozloZeni desticky.

Pripravte amplifikacni ¢inidla.

O[N] |W[[N

Nadavkujte amplifika¢ni Cinidla na AD destiCku.

10 Nadavkuijte vzorky na AD desticku.

11 Zalepte AD desticku.

12 Vlozte AD desticku do analyzatoru cobas® z 480.
13 Spustte cyklus.

14 Zkontrolujte vysledky.

15 S LIS: odeSlete vysledky do LIS.

16 Vyprazdnéte analyzator.

Navod k pouziti

Pozn.: pouze plazma oddélend z krve odebrané do zkumavky Roche cfDNA nebo zkumavky K2 EDTA je validovana pro
pouziti s testem cobas EGFR.

Pozn.: viz uivatelska prirucka pro analyzator cobas® 7 480, kde najdete podrobné postupy pro analyzdtor cobas® 7 480.

Velikost cyklu

Jeden cyklus mize zahrnovat 1 az 30 vzork (plus kontroly) na AD desticce s 96 jamkami. Pfi zpracovani vice nez
24 vzorkl bude nutné pouzit vice souprav testi cobas EGFR.

Souprava testu cobas EGFR obsahuje mnozstvi ¢inidel dostate¢né pro testovani 3 vzorkt v 8 cyklech (plus kontroly),
tj. maximaln¢ 24 vzorkt na soupravu.

Kontrola celého procesu

Tento test vyZzaduje negativni kontrolu pro cely proces. Pro kazdy cyklus zpracujte negativni kontrolu soucasné se
vzorkem ¢i vzorky pocinaje od postupu izolace DNA.

Izolace DNA
DNA je izolovana ze vzorkil plazmy s pouzitim soupravy cobas® cfDNA Sample Preparation Kit (M/N 07247737190).
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Amplifikace a detekce

Pozn.: aby nedoslo ke kontaminaci pracovniho MMX vzorky DNA, musi se amplifikace a detekce provadet v misté
oddeleném od izolace DNA. Pracovisté pro amplifikaci a detekci je nutno pred pripravou MMX peclivé vycistit.
Pri peclivém vycisteni je nutné viechny stojany a pipetory radné otrit 0,5% roztokem chlornanu sodného a poté
otrit 70% roztokem etanolu. Bézné bélici prostiedky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny o koncen-
traci 5,25 %. Roztok chlornanu sodného o koncentraci 0,5 % tak ziskate ziredenim bélidla pro domdacnost
v pomeéru 1:10.

Nastaveni pristroje

Viz Navod k pouziti systému cobas® 4800 nebo Asistent uZivatele systému cobas® 4800, kde najdete podrobné pokyny
pro nastaveni analyzatoru cobas® z 480.

Nastaveni objednavky testu

Podrobné pokyny k pracovnimu postupu EGFR naleznete v Navodu k pouZiti systému cobas® 4800 nebo v Asistentu
uzivatele systému cobas® 4800.

Vytvoite rozvrzeni desticky, na které budou pozice vSech vzorkt a kontrol cyklu. V cyklu, ktery obsahuje pouze vzorky
plazmy, se kontrola mutace (MC) vloZi na desti¢ku na pozice A01-A03. Negativni kontrola (NEG) se vloZi na desticku
na pozice B01-B03. Vzorky se poté pfidaji v sadach po tiech sloupcich pocinaje C01-C03 az H10-H12, viz Obrazek 7.

Test cobas EGFR mitiZze byt provadén v kombinovaném rezimu testovani (napt. EGFR tkan s EGFR plazmou). Pozice
kontrol se mohou lisit podle vybranych testii a ¢isel vzorkd. Dalsi podrobnosti o nastaveni cyklu kombinovaného testu
naleznete v Navodu k pouziti softwaru systému testu cobas® EGFR Mutation Test v2, v Navodu k pouziti systému
cobas® 4800 nebo v Asistentu uZivatele systému cobas® 4800.

Obrazek 7 Rozvrzeni desticky pro test cobas EGFR

Rada / 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Sloupec

MC MC MC S7 S7 S7 S15 S15 S15 S23 S23 S23

A MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
NEG NEG NEG S8 S8 S8 S16 S16 S16 S24 S24 S24

B MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S1 S1 S1 S9 S9 S9 S17 S17 S17 S25 S25 S25

[of MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S2 S2 S2 S10 S10 S10 S18 S18 S18 S26 S26 S26

D MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S3 S3 S3 S11 S11 S11 S19 S19 S19 S27 S27 S27

E MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S4 S4 S4 S12 S12 S12 S20 S20 S20 S28 S28 S28

F MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S5 S5 S5 S13 S13 S13 S21 S21 S21 S29 S29 S29

G MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S6 S6 S6 S14 S14 S14 S22 S22 S22 S30 S30 S30

H MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2

Kde: MC = kontrola mutace, NEG = negativni kontrola, S# = ID vzorku a MMX # odpovida ¢inidlu Master Mix 1, 2 nebo 3 v2.

Pozn.: aby byla ziskana odpovéd, musi byt kazdy vzorek rozdélen mezi tii sousedni sloupce v jedné rade.

Pozn.: pracovni Master Mix 1 musi byt na desticce ve sloupcich 01, 04, 07 a 10. pracovni Master Mix 2 musi byt na
desticce ve sloupcich 02, 05, 08 a 11. Pracovni Master Mix 3 v2 musi byt na desticce ve sloupcich 03, 06, 09 a 12.

07340761001-08CS

Doc. Rev. 8.0 47



CAST B: Uréeno pro pouziti se vzorky plazmy cobas® EGFR Mutation Test v2

Pozn.: na jednu desticku je mozné dat az 30 vzorkii. Jestlize je ke zpracovani vSech vzorkii na desticce nutnd vice nez
Jjedna souprava cinidel, vSechny soupravy cinidel musi byt ze stejné Sarze.

Nastaveni reakce

Priprava pracovniho Master Mixu (MMX-1, MMX-2 a MMX-3 v2)

Pozn.: EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 a pracovni MMX jsou citlivé na svétlo a je nutné je chranit
pred dlouhodobym piisobenim sveétla.

Pozn.: vzhledem k viskozité cinidel EGFR MMX a pracovniho MMX pipetujte pomalu, aby doslo k vypuzeni veskeré
smési ze Spicky.

Pozn.: EGFR MMX-1, EGFR MMX-2 a EGFR MMX-3 v2 se mohou zdat svétle modré/nafialovélé. To nema viiv na
ucinnost cinidel.

Pozn.: do jednotlivych 1,5ml zkumavek pro mikrocentrifugy pripravte tii pracovni MMX, jednu s obsahem EGFR
MMX-1, jednu s obsahem EGFR MMX-2, a jednu s obsahem EGFR MMX-3 v2.

1. Vypoctéte objem pozadovaného EGFR MMX-1 nebo EGFR MMX-2 nebo EGFR MMX-3 v2 pro kazdy pracovni
MMX pomoci nasledujiciho vzorce:

Objem pozadovaného EGFR MMX-1 nebo EGFR MMX-2 nebo EGFR MMX-3 v2 = (pocet vzorki + 2 kontroly
+ 1) x 20 pl

2. Vypoctéte objem potitebného MGAC pro kazdy pracovni MMX pomoci nasledujiciho vzorce:
Objem pozadovaného MGAC = (pocet vzorkll + 2 kontroly + 1) x 5 ul
Tab. 22 se pouziva k stanoveni objemu kazdého ¢inidla potfebného pro piipravu pracovniho MMX na zakladé poctu vzorkl

v cyklu.

Tab. 22 Objemy cinidel potfebnych pro pracovni MMX-1, pracovni MMX-2 a pracovni MMX-3 v2

Pocet vzorku*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
MGAC 5 pl 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Cs:‘;‘g‘;‘\’/rzz‘(m&a;‘zﬁ?° 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

* Objem pro pocet vzork( je zaloZen na souctu poctu vzorkd + 2 kontroly + 1.

3. Vyjméte piislusny pocet lahvicek EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 a MGAC z mista uchovavani
o teplot¢ 2 °C az 8 °C. Pted pouzitim kazdé ¢inidlo michejte 5 sekund vifenim, a shromazdéte kapalinu ve spodni
casti zkumavky. Oznacte sterilni zkumavku pro mikrocentrifugu pro pracovni MMX-1, pracovni MMX-2 a pracovni
MMX-3 v2.

4. Pridejte vypocitany objem EGFR MMX-1 nebo EGFR MMX-2 nebo EGFR MMX-3 v2 do odpovidajicich
zkumavek pro pracovni MMX.

5. Pridejte vypocteny objem MGAC do zkumavek s pracovnim MMX.
6. Zkumavky vifenim po dobu 3 az 5 sekund promichejte, aby doslo k dostate¢nému promichani.

Pozn.: vzorky a kontroly je nutné dat na AD-desticku do jedné hodiny po pripravé pracovnich MMX.

Pozn.: pouZivejte pouze AD desticku pro systém cobas® 4800 se zalepovaci folii.
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Priprava desti¢ky

Pozn.: pokud pouzivate uchovanou zasobni DNA, Fid'te se pokyny v casti Pieprava, uchovdavdni a stabilita vzorki.

1. Do kazdé reakéni jamky na AD destiéce, ktera je potfebna pro cyklus, pfidejte 25 pl pracovniho MMX. Spi¢ka pipety
se nesmi dotknout desticky mimo danou jamku.

e Do jamek AD desti¢ky ve sloupcich 01, 04, 07 a 10 ptidejte podle potieby pracovni MMX-1 (obsahujici
EGFR MMX-1).

e Do jamek AD desti¢ky ve sloupcich 02, 05, 08 a 11 pfidejte podle potieby pracovni MMX-2 (obsahujici
EGFR MMX-2).

e Do jamek AD desti¢ky ve sloupcich 03, 06, 09 a 12 ptidejte podle potieby pracovni MMX-3 v2 (obsahujici
EGFR MMX-3 v2).
2. Napipetujte 25 pl EGFR MC do jamek A01, A02 a A03 AD desticky; pipetou dobfe promichejte — nasajte a vytlacte
z pipety v jamce alespon dvakrat.
3. Pomoci nové pipetovaci $picky napipetujte 25 ul NEG do jamek B01, B02 a B03 na AD desti¢ce a pomoci pipety
dobfe promichejte — nasajte a vytlacte z pipety v jamce alespon dvakrat.
Pozn.: kazdy cyklus musi obsahovat EGFR MC v jamkach A01, A02 a A03 a NEG v jamkach B01, B02 a B03.
V opacném pripadé analyzator cobas® 7 480 cyklus zneplatni.
Pozn.: podle potreby méiite rukavice, aby nedoslo ke kontaminaci mezi vzorky a kontaminaci PCR reakcni zkumavky
zvnéjsku.
4. Pomoci novych pipetovacich Spicek pro kazdy vzorek DNA pfidejte 25 pul prvniho vzorku DNA do jamek C01, C02
a C03 na AD desticce; pro piidani vzorku DNA do kazdé jamky pouzijte novou $picku; pomoci pipety kazdou jamku
dobte promichejte — nasajte a vytlacte z pipety v jamce alespon dvakrat. Zopakujte tento postup pro DNA z kazdého

vzorku a postupujte podle vzoru (Obrazek 7), dokud nebudou vSechny vzorky DNA naneseny na AD desticce.
Ujistéte se, ze je vesSkera kapalina umisténa na dné jamek.

Pozn.: pred pouZitim uchované zasobni DNA provedte promichani pulznim virenim a odstred'te elucni zkumavku
obsahujici zasobni.

5. Zalepte AD desti¢ku zalepovaci f6lii (dodanou s destickami). Pomoci aplikatoru zalepovaci folie ptilepte zalepovaci
folii pevné k AD desticce.

6. Pfed zahajenim PCR se ujistéte, Ze je veskera kapalina umisténa na dné jamek.

Pozn.: amplifikace a detekce musi zacit do 1 hodiny od okamziku pridani prvniho redeni vzorku DNA do pracovniho MMX.

Zahajeni PCR

Podrobné pokyny ke krokiim pracovniho postupu EGFR naleznete v Navodu k pouZiti systému cobas® 4800 nebo
v Asistentu uZivatele systému cobas® 4800. Jakmile se objevi vyskakovaci okno ,,Select test*, vyberte ,,EGFR Plasma P1¢
a kliknéte na tlacitko ,,OK*.
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Vysledky

Vyhodnoceni vysledku

Pozn.: veskerou validaci cyklii a vzorkii provadi software cobas® 4800.
Pozn.: platny cyklus miize zahrnovat jak platné tak i neplatné vysledky vzorki.

JestliZe je cyklus platny, 1ze vysledky vzorki interpretovat zptisobem ktery uvadi Tab. 23.

Tab. 23 Interpretace vysledk testu cobas EGFR

V);selsetillky Vysledek mutace Vysledel:ns:;:(\(lggtll)tatlvn|ho Interpretace
Ex19Del Ex19Del: SQ/
S768I S768I: SQI
L858R L858R: SQI
) T790M T790M: SQ/ .
Mutation ] Byla detekovana mutace ve specifické
Detected  |-861Q L861Q: Saf cilové oblasti EGFR.
G719X G719X: SQ/
Ex20Ins Ex20Ins: SQ/
(Mdze byt pfitomna vice nez | (MGze byt pfitomna vice nez
jedna mutace) jedna mutace)
Ngg:é?;:n N/A N/A Nedoslo k detekci mutace v cilovych
(NMD)* oblastech EGFR
Vysledek vzorku je neplatny. Opakujte
testovani vzorkl s neplatnymi vysledky
Invalid N/A N/A podle pokynU v ¢asti nize Opakované
testovani vzorkl s neplatnymi
vysledky.
NeUspésny cyklus zplsobeny poruchou
Failed N/A N/A hardvflan{ nebo softwarEJ. Vyiévdejtg si
od mistniho zastoupeni spoleénosti
Roche technickou pomoc.

*

Vysledek ,No Mutation Detected” nevylu€uje pfitomnost mutace v cilovych oblastech EGFR, protoze vysledky zavisi
na koncentraci mutantnich sekvenci, dostate¢né integrité vzorku, nepfitomnosti inhibitort a dostate€ném mnozstvi
detekované DNA.

Znacky (priznaky) vysledki 1ze najit na zalozce ,,Results” (Vysledky) (obrazovka) nebo ve sloupci ,,Flags™ (Ptiznaky)
(zprava). Vice podrobnosti naleznete v ¢asti viz ¢ast Znacky vysledki.

Semikvantitativni index (SQl)

SQI je semikvantitativni méfeni mnozstvi mutantni cfDNA ve vzorku, které 1ze pouzit k méteni rozdild mutantni zatéze
v Case. Narist hodnoty SQI indikuje narGst mnozstvi odpovidajici cilové mutace v jednotlivém vzorku, zatimco pokles
hodnoty SQI indikuje sniZeni celkového mnozstvi odpovidajici cilové mutace v jednotlivém vzorku. Reprezentativni
vysledky SQI pro kazdou tfidu mutace EGFR detekované testem jsou ukazany ve vysledcich linearity na Obrazek 8 —
Obrazek 14.
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Opakované testovani vzorkul s neplatnymi vysledky

1. Jestlize je cyklus neplatny, nebude dostate¢ny objem extrahované DNA kazdého vzorku na to, aby bylo mozné
zopakovat amplifikaci a detekci. Opakujte cely proces testu se vSemi vzorky a zacnéte izolaci DNA.

2. Jestlize je cyklus platny, ale vzorek je neplatny, nebude dostate¢ny objem extrahované DNA kazdého vzorku na to,
aby bylo mozné zopakovat amplifikaci a detekci. Opakujte cely proces testu s neplatnym vzorkem a zacnéte izolaci
DNA.

Kontrola kvality a platnost vysledku

Kazdy cyklus pro az 30 vzorkl zahrnuje jednu sadu kontrol mutace testu cobas EGFR (EGFR MC) (jamky A01, A02
a A03) a negativnich kontrol (NEG) (jamky B01, B02 a B03) pro pracovni MMX-1, pracovni MMX-2 a pracovni
MMX-3 v2. Cyklus je platny, pokud jsou EGFR MC a NEG platné. Pokud jsou EGFR MC nebo NEG neplatné, je
cely cyklus neplatny a musi se zopakovat.

Kontrola mutace

Vysledek EGFR MC musi byt ,,Valid“. Pokud jsou vysledky kontroly EGFR MC soustavné neplatné, spojte se
s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

Negativni kontrola

Vysledek kontroly NEG musi byt ,,Valid“. Pokud jsou vysledky kontroly NEG soustavné neplatné, spojte se s mistnim
zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

Proceduralni omezeni

1. Testujte pouze indikované typy vzorkt. Test cobas EGFR byl validovan pro pouZiti s plazmou oddé¢lenou z krve
odebrané do zkumavky Roche cfDNA nebo zkumavky K2 EDTA.

2. Utinnost testu cobas EGFR byla validovana pomoci soupravy cobas® cfDNA Sample Preparation Kit.

3. Detekce mutace zavisi na tom, kolik kopii genu je ve vzorku pfitomno, a vliv mohou mit i integrita vzorku, mnozstvi
izolované DNA a pfitomnost interferenc¢nich latek.

4. K ziskani spolehlivych vysledku je tieba dodrZovat piislusné postupy transportu, uchovavani a zpracovani vzorkd.
Postupujte dle krokti uvedenych v tomto Navodu k pouziti systému cobas® 4800 a v Asistentu uZivatele systému
cobas® 4800.

5. Pipetovani ze dna elu¢ni zkumavky mize narusit peletu a neptiznive ovlivnit vysledky testu.

6. Pfidani enzymu AmpErase k ¢inidlu Master Mix testu cobas EGFR umoziiuje selektivni amplifikaci cilové DNA.
Aby se vsak predeslo kontaminaci Cinidel, je tieba uplatiiovat zasady spravné laboratorni praxe a disledné¢ dodrzovat
postupy uvedené v tomto navodu k pouziti.

7. Tento produkt smi pouzivat pouze personal vySkoleny v technikidch PCR a v pouzivéani systému cobas® 4800.

8. Pouze analyzator cobas® z 480 byl validovan pro pouZiti s timto produktem. S timto produktem se nesmi pouZivat
zadny jiny termocykler s optickou detekci v realném case.

9. Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pied prechodem k jiné technologii provedli
ve své laboratofi korela¢ni metodické studie a posoudili rozdily mezi technologiemi.

10. Pritomnost inhibitortt PCR muZe vyvolavat faleSn¢ negativni nebo neplatné vysledky.

11. I kdyZ vzacné, mutace v oblastech genomické DNA genu EGFR pokryté primery a/nebo sondami testu cobas EGFR
mohou vést k selhani detekce mutace v exonech 18, 19, 20 a 21 (vysledek ,,No Mutation Detected*).

12. Test cobas EGFR vykazuje zkiizenou reaktivitu (vysledek ,,Mutation Detected*) u mutace L747S v exonu 19, coz
je vzacné se vyskytujici mutace, kterd mize zpasobit rezistenci vii¢i 1é¢bé TKI."
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13.
14.

15.

16.
17.

18.
19.
20.

21.

Vzorky testované pii vysokych koncentracich (> 10° kopii/ml) mohou poskytnout faledné vysledky.

Test cobas EGFR byl validovan k pouziti s 25 ul zasobni DNA na reakéni jamku. Nedoporucuje se pouZziti mensiho
mnozstvi zasobni DNA nez 25 pl na reakéni jamku.

Vyse uvedeny postup musi byt dodrzen, aby bylo mozné detekovat > 100 kopii muta¢ni DNA na ml plazmy oddélené
z krve odebrané do zkumavky Roche cfDNA nebo zkumavky K2 EDTA pro mutace EGFR, ktery uvadi Tab. 3.

Vzorky s vysledky ,,No Mutation Detected mohou obsahovat mutace EGFR, které tento test nedetekuje.

Je nutné zvazit vysledek ,,No Mutation Detected ve vzorcich plazmy, ktery mtiZze odrazet nebo byt potvrzen
testovanim tkané.

Plazma ziskana z plné krve odebrané do zkumavky Roche cfDNA stac¢i pouze na jednorazové testovani.
Plazma z odbéra, které nebyly pacientovi odebrany v tutéz dobu, se nemé kombinovat.

Utinnost testu cobas EGFR nebyla stanovena u srazenych vzorki odebranych do zkumavky Roche cfDNA. Srazené
vzorky je tfeba odmitnout a odebrat pacientovi nové vzorky.

V plazmé oddélené z krve odebrané do zkumavky Roche ¢fDNA byla pozorovana hemolyza. Pti koncentraci
hemoglobinu > 2,0 g/l mize dochazet k interferenci s uc¢innosti testu cobas EGFR.
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Hodnoceni neklinickych funkénich parametru

Analytické parametry

Nasledujici udaje ukazuji analytické funkéni parametry testu cobas EGFR.

Analyticka citlivost — limit slepého vzorku

Pro vyhodnoceni t¢innosti testu cobas EGFR v pripad¢ absence templatu a pro ujisténi, ze slepy vzorek negeneruje
analyticky signél, ktery by mohl ukazovat na nizkou koncentraci mutace, byly vyhodnoceny vzorky EGFR divokého typu
v plazmé s K2 EDTA od zdravych darcti. Pomoci analyzy ptedepsané v pokynech CLSI EP17-A2% byl limit slepého
vzorku stanoven jako nulovy pro vS§echny mutace.

Mez detekce pomoci DNA z bunécné linie
K2 EDTA plazma

DNA z bunécnych linii obsahujicich kazdou ze sedmi mutacnich tfid detekovanych testem byly pfidany do plazmy
K2 EDTA zdravého darce s genem EGFR divokého typu. Byly piipraveny série fedéni a bylo testovano 24 replikata
kazdého ¢lena panelu s pouzitim kazdé ze tii Sarzi sad testu cobas EGFR.

Mez detekce byla stanovena pro kazdou ze sedmi mutacnich tfid detekovanych testem jako nejnizsi koncentrace DNA,
kterd vykazala vysledek ,,Mutation Detected* v mife nejmén¢ 95 % pro cilovou mutaci EGFR. Vysledky uvadi Tab. 24.

Tab. 24 Mez detekce testu cobas EGFR s K2 EDTA plazmou

Exon Sn:(:tzig: Sekvence nukleové LoD intaktni* DNA LoD fragmentované** DNA COSMIC ID*
EGFR EGFR kyseliny EGFR (kopie/ml) (kopie/ml)

18 G719A 2156G>C 100 100 6239

19 Ex19Del 2235 2249del15 25 75 6223

20 T790M 2369C>T 25 100 6240

20 S768l 2303G>T 20 25 6241

20 Ex20Ins 2307_2308ins9GCCAGCGTG 80 25 12376

21 L858R 2573T>G 10 100 6224

21 L861Q 2582T>A 30 30 6213

Rozdily v LoD jsou zplsobeny rozdily na pozadi DNA.
* Intaktni DNA z buné&&né linie méla na pozadi DNA WT (divokého typu) pfiblizné 10 000 kopii/ml.

** DNA z bunécné linie mechanicky fragmentované na priimérnou velikost 220 bp méla na pozadi DNA WT pfiblizné
100 000 kopii/ml.

Plazma Roche ¢cfDNA

U plazmy odd¢lené z krve odebrané do zkumavky Roche cfDNA byly hodnoty LoD ovéfeny pfidanim fragmentované
DNA z bunécnych linii obsahujicich kazdou ze sedmi mutacnich tfid detekovanych testem do plazmy Roche cfDNA
zdravého darce s genem EGFR divokého typu. Byla pfipravena fedéni dosahujici koncentraci LoD uvedenych v Tab. 24
a 20 replikatt kazdého vzorku bylo testovano pomoci testti cobas EGFR z jedné Sarze souprav. Pozorovana mira detekce
u kazdé mutace byla 100 %.

Miuzeme shrnout, Ze test cobas EGFR dokaze detekovat mutace exonu 18, 19, 20 a 21 genu EGFR pfi < 100 kopiich
mutantni DNA na ml plazmy pfi pouziti standardniho objemu 25 ul zasobni DNA na reak¢éni jamku u plazmy s K2 EDTA
iu plazmy Roche cfDNA.
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Zkfrizena reaktivita na jiné mutace na exonech 18, 19, 20 a 21

Vzorky z prodlouzeni studie AURA a klinické studie AURA2

Test cobas EGFR ukazal vysledky ,,Mutation Detected pro nasledujici mutace genu EGFR pozorované na vzorcich

z prodlouzeni studie AURA a klinické studie AURA2 (Tab. 25). Prodlouzeni studie AURA bylo pouzito k doplnéni
vzorki v kohorté AURA?2 a zvySeni pravdépodobnosti detekce vzacnych mutaci v plazmé. Analytické funkéni parametry
testu cobas EGFR pfi detekci téchto mutaci nebyly hodnoceny.

Tab. 25 Mutace detekované v prodlouzeni AURA a studii AURA2, u nichz byla zjiSténa zkfizena reakce s testem

cobas EGFR
Exon Sekvence mutace Zména aminokyselin COSMIC ID**
2236_2256>ATC E746_S752>| 133190
2237_2258>TATC E746_P753>VS Nenalezeno
19 2239 2256>CAG L747_S752>Q Nenalezeno
2239 2264>GCCAA L747_A755>AN 85891
2240_2264>CGAGAGA L747_A755>SRD Nenalezeno

Specificita — mikroorganismy

Specificita testu cobas EGFR byla vyhodnocena testovanim Staphylococcus epidermidis pfi hodnoté 1 x 10° CFU, u niz
bylo zjisténo, Ze nezplsobuje zkfiZzenou reakci ani interferenci s testem cobas EGFR pii pfidani ke vzorkiim plazmy
s K2 EDTA zdravych darct obsahujicich sekvence EGFR divokého typu a mutantniho EGFR.

Interference

K2 EDTA plazma

U triglycerida (37 mM, vysoké koncentrace doporutena CLSI?!), 0,2 g/1 bilirubinu (nekonjugovaného nebo konjugo-
vaného, vysoka koncentrace doporuc¢ena CLSI?!) a hemoglobinu (1,5 g/l) se neprokazala interference s testem

cobas EGFR pii pridani potencialn¢ interferujici latky k plazmé s K2 EDTA od zdravych darcti obsahujici sekvence
EGFR divokého typu a mutaci EGFR. Ukazalo se, Ze hemoglobin pfi koncentraci 2,0 g/l v plazmé interferoval s testem
cobas EGFR. Albumin pfi koncentraci > 60 g/1 (60 g/1, vysoka koncentrace doporu¢ena CLSI?!) miZe interferovat

s testem cobas EGFR.

Vysledky studie prokazuji, ze EDTA, Neupogen a TARCEVA® neinterferuji s u¢innosti testu cobas EGFR, pokud byly
pridany potencialné interferujici latky ke vzorkim plazmy s K2 EDTA od zdravych darcti obsahujicim sekvence EGFR
divokého typu a mutaci EGFR.

Plazma Roche ¢cfDNA

Ukézalo se, ze u Triglyceridii (37 mM, CLSI doporu¢end vysoka koncentrace?!), 0,2 g/1 bilirubinu (nekonjugovaného
nebo konjugovaného, CLSI doporu¢ena vysoka koncentrace?!), hemoglobinu (2,0 g/1), a albuminu (60 g/1, CLSI
doporucena vysoka koncentrace?') nedochézi k interferenci s u¢innosti testu cobas EGFR, pokud byly potencialng
interferujici latky pridany ke vzorkiim plazmy Roche cfDNA zdravého darce obsahujicim sekvence divokého typu

a mutaci EGFR.
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Linearita
K2 EDTA plazma

Studie linearity testu cobas EGFR byla provedena pomoci sérii fedéni nejméné 8 ¢lenti panelu v rozsahu linearniho
rozmezi pievladajici mutace kazdé tfidy mutace genu EGFR vykéazané testem. Cleny panelu byly pfipraveny natedénim
DNA z buné¢né linie obsahujici kazdou z ptevladajicich mutaci do vzorki plazmy K2 EDTA genu EGFR divokého typu.
Vyhodnoceni bylo provedeno podle pokynit CLSI &islo EP06-A.2* Bylo testovano deset replikatii kazdého ¢lena panelu

s pouzitim 2 Sarzi sad s koncentracemi az 1,0E+04 kopii/ml (celkem 20 replikatti na kazdou hladinu). Pro hladiny nad
1,0E+04 kopii/ml byl testovan jeden replikat na Sarzi.

Linearni rozmezi kazdé tfidy mutace testu cobas EGFR je uvadi Tab. 26 a odpovidajici grafy pro jednu Sarzi viz
Obrazek 8 az Obrazek 14.

Tab. 26 Linearni rozmezi testu cobas EGFR s K2 EDTA plazmou

Exon EGFR Mutace EGFR Cilova sekvence nukleové kyseliny | Linearni rozmezi (kopie/ml)
18 G719A 2156G>C 50 — 1E+04
19 Exon 19 delece 2235 _2249del15 10 — 1E+05
20 S768I 2303G>T 10 - 1E+05
20 T790M 2369C>T 50 — 1E+05
20 Exon 20 inzerce 2307_2308ins9GCCAGCGTG 10 - 1E+05
21 L858R 2573T>G 10 - 1E+05
21 L861Q 2582T>A 10 — 1E+05
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Obrazek 8 Linearita mutantni DNA ve vzorcich K2 EDTA
plazmy: DNA bunééné linie G719A
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Log titru, c/ml

SQI=-0,987 + 2,986 x log kopii na ml
R%=0,968

Obrazek 10 Linearita mutantni DNA ve vzorcich K2 EDTA
plazmy: DNA bunécné linie S768I
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Log titru, c/ml

SQI=-0,578 + 3,093 x log kopii na ml
R2=0,912
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Obrazek 9

Linearita mutantni DNA ve vzorcich K2 EDTA
plazmy: DNA bunééné linie s deleci v exonu 19
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Log titru, c/ml

SQI = 17,042 + 3,507 x log kopii na ml

R?=0,981
Obrazek 11 Linearita mutantni DNA ve vzorcich K2 EDTA
plazmy: DNA bunécné linie T790M
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Obrazek 12 Linearita mutantni DNA ve vzorcich K2 EDTA

plazmy: DNA bunééné linie Ex20Ins

Ex20Ins Sl
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Log titru, c/ml

SQI =-1,268 + 2,973 x log kopii na ml

R?2=10,990

Obrazek 14 Linearita mutantni DNA ve vzorcich K2 EDTA

plazmy: DNA z bunécné linie L861Q
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Log titru, c/ml

SQI=-1,177 + 3,149 x log kopii na ml

R?=0,980

Plazma Roche cfDNA

Obrazek 13 Linearita mutantni DNA ve vzorcich K2 EDTA
plazmy: DNA bunééné linie L858R
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Log titru, c/ml

SQI = 2,543 + 3,283 x log kopii na ml

R?=0,933

Linearni rozmezi u plazmy Roche cfDNA bylo ovéfeno se sériemi fedéni zahrnujicimi nejméné 6 ¢lend panelu v celém
linearnim rozmezi stanoveném pomoci vzorkil plazmy K2 EDTA (Tabulka 26). Cleny panelu byly pfipraveny nafedénim
fragmentované DNA z bunécné linie obsahujici kazdou z prevladajicich mutaci do vzorkt plazmy Roche cfDNA
zdravého darce s genem EGFR divokého typu. Hodnoceni bylo provedeno v souladu s pokyny CLSI EP06-A.** Byly
testovany Ctyri replikaty kazdého ¢lena panelu s pouzitim 2 Sarzi sad s koncentracemi az 1,0E+04 kopii/ml (celkem

8 replikatd na kazdou hladinu). Nad 1,0E+04 kopii/ml byly testovany 2 replikaty na Sarzi (celkem 4 replikaty na kazdou
hladinu).
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Opakovatelnost

Opakovatelnost testu cobas EGFR byla vyhodnocena pomoci panelu se dvanacti vzorky obsahujicimi fedéni DNA

z bunécné linie s mutantnim genem EGFR ve vzorcich plazmy s K2 EDTA zdravého darce. Prevladajici mutace kazdé
tiidy podle testu byly spoluziedény do jedenacti vzorkd a vyhodnoceny pii 3 x LoD kazdé mutace (v kopiich/ml),
1,0E+03 kopii/ml, a 5,0E+04 kopii/ml. Navic byl testovan jeden vzorek divokého typu. Kazdy z téchto dvanacti vzork
byl testovan v duplikatu dvéma pracovniky pomoci dvou riiznych $arzi ¢inidel na dvou analyzatorech cobas® z 480

v pritbéhu 4 dni (N = 32 na vzorek). Test cobas EGFR mél miru spravnosti 99,2 % (381/384).

Tab. 27 uvadi primér SQI a SD SQI ze studie opakovatelnosti. VSech 32 replikati vzorku divokého typu vykazalo

o¢ekavany vysledek ,,No Mutation Detected*.

Tab. 27 Primér SQIl a SD SQl ze studie opakovatelnosti

Exon EGFR Mutace EGFR Cilova seli(;:;?ﬁynukleové Kt():::i?ltr;al;:e Prggllér (SnD=S3%

3,00E+02 4,53 0,41

18 G719A 2156G>C 1,00E+03 6,86 0,38
5,00E+04 11,81 0,67

7,50E+01 13,42 0,46

19 Ex19Del 2235 2249del15 1,00E+03 16,85 0,42
5,00E+04 22,31 0,55

6,00E+01 5,99 0,45

20 S768lI 2303G>T 1,00E+03 8,49 0,43
5,00E+04 14,13 0,43

7,50E+01 9,00 1,03

20 T790M 2369C>T 1,00E+03 13,28 0,43
5,00E+04 19,52 0,57

2,40E+02 4,92 0,43

20 Ex20Ins 2307_2308ins9GCCAGCGTG 1,00E+03 6,77 0,40
5,00E+04 12,61 0,60

1,20E+02 9,81 0,47

21 L858R 2573T>G 1,00E+03 12,91 0,28
5,00E+04 17,21 0,81

4,50E+01 3,58 0,73

21 L861Q 2582T>A 1,00E+03 7,91 0,45
5,00E+04 10,06 0,60

EGFR divokého typu 0 NMD NMD

NMD = No Mutation Detected

07340761001-08CS

Doc. Rev. 8.0

58



CAST B: Uréeno pro pouziti se vzorky plazmy cobas® EGFR Mutation Test v2

Hodnoceni klinickych vysledkii

Klinicka reprodukovatelnost u plazmy K2 EDTA

Reprodukovatelnost testu cobas EGFR byla stanovena pomoci studie na 3 testovacich pracovistich (2 externi a 1 interni,
2 pracovnici na kazdém pracovisti), 3 Sarzi ¢inidel a v 3 testovacich dnech nejdoucich po sobé. Pouzit byl 9¢lenny panel
umeéle vytvorenych vzorkl bunécné linie DNA ziedéné v plazmé NSCLC. Mutace, véetné jedné mutace G719X

v exonu 18, jedné dele¢ni mutace v exonu 19, dvou mutaci T790M v exonu 20, jedné inzer¢ni mutace v exonu 20, jedné
mutace L858R v exonu 21 a jedné mutace L861Q v exonu 21, byly zastoupeny ve Ctyfech uméle vytvorenych vzorcich —
souhrn viz Tab. 28. Kazdy uméle vytvotfeny vzorek byl pfipraven pii dvou hladinach: cca 100 kopii/ml a 300 kopii/ml.
Tyto uméle vytvorené vzorky byly zarazeny do osmi samostatnych ¢lenti panelu spolecné s kontrolou divokého typu,
aby se vytvofil panel s deviti ¢leny.

Tab. 28 Kombinace mutaci u uméle vytvorenych vzorku

Bunécna linie DNA —
kombinace 1

Bunécna linie DNA -
kombinace 2

Bunécna linie DNA -
kombinace 3

Bunécna linie DNA —
kombinace 4

Exon 19 del

L858R

S768l

L861Q

T790M

T790M

G719A

Exon 20 inz

Celkem bylo provedeno 37 cyklt s 36 platnymi cykly a jednim neplatnym cyklem. Celkem bylo testovano 648 paneld
(nebo 1224 mutaci), z nichz 646 panell (nebo 1220 mutaci) mélo platné vysledky. Mezi 72 platnymi testy ¢lena panelu
divokého typu nebyly zadné vysledky ,,Mutation Detected, coz je 100% shoda. Shody se lisily podle ¢lenti s mutaci:

u osmi byla dosazena 100% shoda, u péti > 97% a jedna mutace (G719X) prokazala nizsi shodu, ptiblizné 90%. Vysledky
dle celkové shody podle mutaci viz Tab. 29. Varia¢ni koeficient (CV) byl < 12,8 % u vSech ¢lent panelu s mutaci. Pro
interni kontroly a kontroly mutaci byl celkovy CV < 1,5 %. CV mezi Sarzemi byl < 0,89 % a < 1,47 % v ramci Sarze.
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Tab. 29 Celkové odhady shody podle ¢lenii panelu s mutaci ve studii reprodukovatelnosti

Clen s mutaci Poéet platnych Shoda Shoda %

testl N (95% CI)2
Divoky typ — NA 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 18 G719A — 100 kopii/ml 72 65 90,3 (81,0, 96,0)°
Delece v exonu 19 (2235_2249del15) — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Inzerce v exonu 20 (2307_2308ins9) — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 20 S768I — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 20 T790M — 100 kopii/ml 143 139 97,2 (93,0, 99,2)
Exon 21 L858R — 100 kopii/ml 71 70 98,6 (92,4, 100,0)
Exon 21 L861Q — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 18 G719A — 300 kopii/ml 71 70 98,6 (92,4, 100,0)
Delece v exonu 19 (2235 2249del15) — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Inzerce v exonu 20 (2307_2308ins9) — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 20 S768| — 300 kopii/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
Exon 20 T790M — 300 kopii/ml 144 142 98,6 (95,1, 99,8)
Exon 21 L858R — 300 kopii/ml 72 71 98,6 (92,5, 100,0)
Exon 21 L861Q — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

@ 95% CI = exaktni 95% binomicky interval spolehlivosti.

b Nizsi shoda pro tento vzorek byla zplsobena primarné vice chybé&jicimi stanovenimi (n = 6/24 kombinovanych
replikatd), k nimz doslo primarné na jednom ze tfi pracovist.

Pozn.: vysledky se shodovaly, kdyz ¢len panelu s mutaci mél platny vysledek ,Mutation Detected” nebo kdyz ¢len
panelu divokého typu mél platny vysledek ,No Mutation Detected®.

Pozn.: vzorky pouzitév této studii se skladaly z DNA z bunécné linie mechanicky fragmentované na pramérnou
velikost 220 bp a mély na pozadi DNA WT pfiblizné 12 000 kopii/ml.

Klinicka reprodukovatelnost u plazmy Roche cfDNA

Reprodukovatelnost testu cobas EGFR byla stanovena pomoci studie na 3 testovacich pracovistich (2 externi a 1 interni,

2 pracovnici na kazdém pracovisti), jedna Sarze ¢inidel a v 3 testovacich dnech nejdoucich po sobé¢. Pouzity byly tfi
9¢lenné panely uméle vytvorenych vzorkd bunécéné linie DNA ziedéné ve tfech jedineCnych smésich plazmy zdravych

darct. Vzorky v kazdé smési byly odebrany pomoci jedine¢né sarze zkumavek Roche cfDNA. Na kazdém pracovisti byly

otestovany dva plazmové panely. Mutace, véetné jedné mutace G719X v exonu 18, jedné delecni mutace v exonu 19,
jedné mutace T790M v exonu 20, jedné inzer¢ni mutace v exonu 20, jedné mutace L858R v exonu 21 a jedné mutace
L861Q v exonu 21, byly zastoupeny ve Ctyfech uméle vytvotfenych vzorcich — souhrn viz Tab. 30. Kazdy uméle
vytvoreny vzorek byl ptipraven pti dvou hladinach: cca 100 kopii/ml a 300 kopii/ml. Tyto uméle vytvorené vzorky byly
zafazeny do osmi samostatnych ¢lenti panelu spole¢né s kontrolou divokého typu, aby se vytvofil panel s deviti ¢leny.

Tab. 30

Kombinace mutaci u uméle vytvofenych vzorku

Bunécna linie DNA —
kombinace 1

Bunécna linie DNA —
kombinace 2

Bunécna linie DNA —
kombinace 3

Bunécna linie DNA —
kombinace 4

Exon 19 del

S768I

T790M

L858R

Exon 20 inz

G719A

L861Q

n/a
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Celkove bylo provedeno 36 cykli a vSechny cykly byly platné. Celkem bylo testovano 648 paneld, z nichz 646 panelt
(nebo 1220 mutaci) mélo platné vysledky. Mezi 72 platnymi testy ¢lena panelu divokého typu byl jeden vysledek
,»Mutation Detected®, coz je 98,6% shoda. Shoda se 1i$i u ¢lenl s mutaci: u tfinacti byla 100% shoda a u jednoho > 98%.
Vysledky dle celkové shody podle mutaci viz Tab. 31. Variacni koeficient (CV) byl < 13,7 % u vSech ¢lenti panelu

s mutaci. Pro interni kontroly a kontroly mutaci byl celkovy CV < 1,3 %.

Tab. 31 Celkové odhady shody podle élentl panelu s mutaci ve studii reprodukovatelnosti
Clen s mutaci Poée:er:tal;nych Sh;da ?92(;?2:)/:
Divoky typ — NA 72 71 98,6 (92,5, 100,0)
Exon 18 G719A — 100 kopii/ml 72 71 98,6 (92,5, 100,0)
Delece v exonu 19 (2235_2249del15) — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Inzerce v exonu 20 (2307_2308ins9) — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 20 S768I| — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 20 T790M — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 21 L858R — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 21 L861Q — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 18 G719A — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Delece v exonu 19 (2235 2249del15) — 300 kopii/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
Inzerce v exonu 20 (2307_2308ins9) — 300 kopii/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
Exon 20 S768| — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 20 T790M — 300 kopii/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
Exon 21 L858R — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Exon 21 L861Q — 300 kopii/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)

@ 95% CI = exaktni 95% binomicky interval spolehlivosti.

Pozn.: Vysledky se shodovaly, kdyz ¢len panelu s mutaci mél platny vysledek ,Mutation Detected” nebo kdyz ¢len
panelu divokého typu mél platny vysledek ,No Mutation Detected®.

Mez detekce (LoD) s pouzitim vzorka plazmy NSCLC

K potvrzeni LoD se vzorky plazmy K2 EDTA NSCLC u tii deleci v exonu 19, jedné mutace L858R a jedné mutace
T790M byla provedena studie pomoci testu cobas EGFR na tiech testovacich pracovistich (dvou externich a jednom
internim pracovisti, se dvéma pracovniky na kazdém pracovisti), s pouzitim tfi Sarzi ¢inidel a ve dvou testovacich dnech
nejdoucich po sobé. Byl pouzit panel vzorku plazmy NSCLC s 11 ¢leny (pét mutaci, kazda ve dvou hladinach: 1 x LoD
a2 x LoD; plus WT). Celkem bylo provedeno 12 cykli (dva replikaty na cyklus) a vSechny cykly byly platné. Celkem
bylo provedeno 264 testii s 11 ¢leny panelu, z nichz bylo 262 (99,2 %) testl platnych. Mezi 23 platnymi testy ¢lent
panelu divokého typu nebyl pozorovan vysledek ,,Mutation Detected*, coz je 100% shoda. Procentni shoda pro exon 20
T790M — 1 x LoD je 95,8 %; a 100% pro vSechny dalsi ¢leny panelu s mutaci. Shrnuti odhadt shody podle ¢lenti panelu
viz Tab. 32. Variacni koeficient (CV) byl < 7,0 % u vSech ¢lentl panelu s mutaci.
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Tab. 32 Odhady shody podile ¢lenti panelu
Polozka panelu Pocet platnych testt Sh;da ;g‘;fz:;:
Divoky typ — NA 23 23 100 (85,2, 100,0)
Exon 19, delece 1 — 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Exon 19, delece 1 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Exon 19, delece 2 — 1 x LoD 23 23 100 (85,2, 100,0)
Exon 19, delece 2 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Exon 19, delece 3 -1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Exon 19, delece 3 -2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Exon 20 T790M — 1 x LoD 24 23 95,8 (78,9, 99,9)
Exon 20 T790M — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Exon 21 L858R — 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Exon 21 L858R -2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)

2 95% CI = exaktni 95% binomicky interval spolehlivosti.

Pozn.: vysledky jsou uvedeny jako shoda, pokud mél platny test ¢lena panelu s mutaci vysledek ,Mutation
Detected“ nebo pokud mél platny test lena panelu divokého typu vysledek ,No Mutation Detected".

Pozn.: klinické vzorky pouzité v této studii mély WT DNA pozadi pfiblizné 24 000 kopii/ml.

Korelace plazmy Roche cfDNA s plazmou K2 EDTA

Ucinnost testu cobas EGFR s plazmou K2 EDTA a plazmou Roche ¢fDNA byla porovnana testovanim panelu vzorki,
ktery obsahoval parované odbéry od 34 pacientd s NSCLC a genem EGFR divokého typu, 17 pacientti s NSCLC
pozitivnich na mutaci EGFR a 20 zdravych darcti. Odbéry od zdravych darci byly pouzity k pfipravé zastupnych vzorki
sestavajicich z fragmentované DNA z bunécné linie obsahujici pfevladajici mutace identifikované testem cobas EGFR,
pridané do plné krve odebrané do zkumavek K2 EDTA a Roche cfDNA. Hladina pfidané fragmentované DNA bunécné
linie v zastupnych vzorcich byla pfiblizné 1,5 x LoD pro kazdou mutaci, jak bylo zjisténo u plazmy K2 EDTA (Tab. 24).
Stav mutace byl u kazdého pacienta s NSCLC potvrzen metodou NGS. Kazdy vzorek byl testovan jednou Sarzi ¢inidel
testu cobas EGFR. VSechny vzorky vykézaly platné vysledky; vysledky srovnani uvadi Tab. 33.

Tab. 33 Analyza shody mezi plazmou K2 EDTA a plazmou ziskanou ze zkumavky Roche cfDNA
Zkumavka K2 EDTA
MD NMD Celkem
© i, o/ \- o,
g o Shoda pozitivnich (%): 100 %
s2gg WP 37 0 37 95% Cl 90,5100 %
E o= ivnich (%) )
58=n Shoda negativnich (%): 100 %
=3 NMD 0 34 34 95% C| 89,7-100 %
Celkové shoda (%): 100 %
Celkem 37 34 " 95% Cl 94,5-100 %

Kde: MD = vysledek ,Mutation Detected“ a NMD = vysledek ,No Mutation Detected*

Shoda mezi sparovanymi vzorky pro plazmu K2 EDTA a plazmu ziskanou z odbérovych zkumavek Roche Cell-Free
DNA byla 100 %. Nebyly pozorovany zadné protichiidné vysledky.
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Ve vzorcich plazmy ze studie test cobas EGFR detekoval nasledujici mutace v exonu 18, 19, 20 a 21 genu EGFR —

viz Tab. 34. Pokud neni uvedeno jinak, mutace byly pozorovany u vzorkii NSCLC.

Tab. 34 Mutace pozorované u korelace plazmy Roche cfDNA s plazmou K2 EDTA
Exon Sekvence mutace Zména aminokyselin COSMIC ID™*
2156G>C* G719A 6239
18 2155G>AS8 G719S 6252
2235_2249del15* E746_A750delELREA 6223
2236_2250del158 E746_A750delELREA 6225
TTCC Czélg_(fé'?'iqug)AA GGS K745_E746insVPVAIK 6963938
19 2237_2248del128 E746_E749delELRE Nenalezeno
2237_2251del158 E746_T751>A 12678
2239 _2240TT>CCS L747P 24267
2251A>C$ T751P Nenalezeno
2369C>T* T790M 6240
20 2303G>T* S768l 6241
2307_2308insGCCAGCGTG* V769_D770insASV 12376
2573T7>G* L858R 6224
21 2582T>A* L861Q 6213

* Pozorovana pouze v zastupném vzorku

* Pozorovana v zastupném vzorku a vzorku NSCLC

§ Pozorovéna pouze ve vzorku NSCLC

Korelace s referen¢ni metodou s pouzitim vzorkl plazmy faze lll z kohorty
ASPIRATION

Analyticka presnost testu cobas EGFR pii detekci delece v exonu 19 a mutaci L858R byla posouzena srovnanim
s validovanou platformou sekvenovani nové generace (NGS) s pouzitim vzorkd K2 EDTA plazmy od pacientli

s pokroc¢ilym NSCLC z jedné nebo vice nasledujicich studii (kohorta ASPIRATION): Klinické studie spole¢nosti
Genentech G027821 (MetMab) a G027761 (MetLung) spolu s klinickou studii spolecnosti Roche ML25637

(ASPIRATION).

Sto dvacet osm vzorkl plazmy o objemu 2 ml a s platnymi sparovanymi vysledky testu cobas EGFR v plazmé i metody
NGS s pouzitim vzorkll plazmy bylo zahrnuto do analyzy shody pro deleci v exonu 19 EGFR nebo mutace L858R.
Celkem 32 vzorkli mélo vysledky MD a 95 NMD dle metody NGS. Parametr PPA mezi testem cobas EGFR v plazmé
a NGS v plazmé €inil 87,5 % (95% CI: 71,9 %, 95,0 %); NPA mezi testem cobas EGFR a NGS byl 96,8 % (95% CI:
91,1 %, 98,9 %), viz Tab. 35.

Tab. 35 Srovnani testu cobas EGFR v plazmé s NGS pii detekci delece v exonu 19 EGFR nebo mutaci L858R

Mira shody Procentni shoda (N) 95% CI
87,5 % (28/32) 71,9 %, 95,0 %

96,8 % (92/95) 91,1 %, 98,9 %

Procentni shoda pozitivhich vzorka (PPA)

Procentni shoda negativnich vzorkda (NPA)
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Korelace mezi vzorky plazmy a tkané pouzité v testu cobas EGFR pro detekci
delece v exonu 19 a mutaci L858R s pouzitim vzorkt ze studie ENSURE faze Il

Studie ENSURE (Y0O25121) byla multicentricka oteviena randomizovana studie faze Il k vyhodnoceni uc¢innosti

a bezpeCnosti ptipravku TARCEVA® (erlotinib) ve srovnani s gemcitabinem/cisplatinou jako 1é&by prvni linie pacientt
s nemalobuné¢nym karcinomem plic (NSCLC) ve stadiu IIIB/IV s deleci v exonu 19 nebo mutaci L858R v tyrozin-
kinazové oblasti receptoru epidermalniho rastového faktoru (EGFR) v nadorech. Screening podstoupilo celkem

647 pacientu, 601 pacientt mélo platny vysledek EGFR z tkané na deleci v exonu 19 a mutaci L858R pfi testu

cobas EGFR a 217 pacientti bylo randomizovano ve studii.

Pét set sedmnact pacientt (86,0 %, 517/601) mélo odpovidajici vzorky plazmy K2 EDTA a tkan¢ a 441 pacient mélo
objem vzorku plazmy > 2,0 ml, tj. objem vzorku, pro néjz byl test cobas EGFR v plazmé validovan.

Korelace vzorkt plazmy a tkan¢ podle testu cobas EGFR k detekci delece v exonu 19 a mutace L858R byla vyhodnocena
samostatné i celkové. Do analyzy shody bylo zahrnuto celkem 431 vzorki se sparovanymi platnymi vysledky vzorki
tkané i1 plazmy v testu cobas EGFR. Procento shody pozitivnich vzorkti (PPA) mezi vzorky plazmy a tkdné bylo 76,7 %
(95% CI: 70,5 % az 81,9 %), procento shody negativnich vzorkii (NPA) bylo 98,2 % (95% CI: 95,4 % az 99,3 %) pfi
detekci delece v exonu 19 a mutace L858R celkove — viz Tab. 36. Parametry PPA, NPA a OPA pfi detekci delece

v exonu 19 a mutace L858R samostatné — také viz Tab. 36.

Tab. 36 Shoda mezi vzorky plazmy a tkané pouzité v testu cobas EGFR pfi detekci delece v exonu 19 a mutace L858R

Mutace Mira shody Procentni shoda (N) 95% CI
Procentni shod(lapgzjltlvnlch vzorku 76.7 % (161/210) 70.5 %, 81.9 %
Celkové Procentni shod(aNr;(-;?)atlvnlch vzorku 98.2 % (217/221) 95.4 %, 99.3 %
Celkova procentni shoda (OPA) 87,7 % (378/431) 84,2 %, 90,5 %
Procentni shoczlajgzjitivnich vzork( 80.8 % (97/120) 72.9 % 86.9 %
Exon 19 delece Procentni shod(aNr;ig)atlvnlch vzorku 98,7 % (307/311) 96.7 %, 99.5 %
Celkova procentni shoda (OPA) 93,7 % (404/431) 91,0 %, 95,7 %
Procentni shoczig'(zltlvnlch vzorku 67.8 % (61/90) 57.6 %, 76,5 %
L858R Procentni shod(aNr;(-;?)atlvnlch vzorku 99.1 % (338/341) 97.4 %, 99.7 %
Celkova procentni shoda (OPA) 92,6 % (399/431) 89,7 %, 94,7 %

Pozn.: parametry PPA a NPA byly vypo&teny s pouzitim tkané jako reference.

Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) a negativni prediktivni hodnota (NPV) pro detekci delece v exonu 19 a mutaci L§58R
celkovée byly také vypocitany s pouzitim bootstrap metody na zakladé rozdilné prevalence mutace v tkanich riznych
populaci (Tab. 37). Dle ocekavani se PPV zvysuje a NPV snizuje s rostouci prevalenci mutace EGFR. U bélosské
populace pacienti, u které se piredpoklada 10-15 % prevalence mutace EGFR v tkani, se PPV pohybuje v rozmezi od

82,8 % do 88,6 %, zatimco NPV se pohybuje v rozmezi od 96,0 % do 97,4 %. PPV se pohybuje v rozmezi od 94,8 % do
97,8 %, zatimco NPV v rozmezi od 80,8 % do 90,9 %, pokud jsou stanoveny na zdklad¢ prevalence v populaci asiati,

s predpoklddanou 30-50% prevalenci mutace EGFR ve tkani.
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Tab. 37 Odhadované prediktivni hodnoty testu cobas EGFR ve tkani a testu cobas EGFR v plazmé (pacienti s objemem
vzorka plazmy > 2,0 ml) na zakladé rizné prevalence mutace EGFR ve tkani

Predpokladana prevalence Pozitivni prediktivni hodnota Negativni prediktivni hodnota
EGFR na zakladé vzorka tkané (PPV) (NPV)
10 % 82,8 % (71,3 %, 93,7 %) 97,4 % (96,2 %, 98,7 %)
15 % 88,6 % (79,7 %, 96,9 %) 96,0 % (94,3 %, 97,6 %)
20 % 91,6 % (85,0 %, 97,8 %) 94,4 % (92,3 %, 96,3 %)
30 % 94,8 % (90,0 %, 98,6 %) 90,9 % (88,4 %, 93,4 %)
40 % 96,8 % (93,0 %, 99,4 %) 86,4 % (83,3 %, 89,4 %)
50 % 97,8 % (95,0 %, 100,0 %) 80,8 % (77,4 %, 84,8 %)

Pozn.: 95% CI byly vypoc&teny pomoci bootstrap metody.
Pozn.: vysledky 79 vzork( s objemem < 2,0 ml byly pfi analyze povazovany za neplatné.
Pozn.: PPV a NPV byly vypoéteny s pouzitim plazmy jako reference.

Korelace s referen¢ni metodou s pouzitim vzorku faze Il z klinického hodnoceni
AURA2

Klinické vysledky testu cobas EGFR byly vyhodnoceny porovnanim s validovanou platformou sekvenovani nové
generace (NGS) s pouzitim vzorkl plazmy K2 EDTA od pacientt s pokro¢ilym NSCLC, ktefi se podrobili screeningu
ve fazi 11 klinického hodnoceni AURA2 zkoumajiciho pfipravek TAGRISSO®.%

Z 383 zpusobilych pacientd mélo 344 pacientli k dispozici vzorky plazmy a podstoupilo testovani pomoci testu cobas
EGFR, s 342 platnymi vysledky a dvéma neplatnymi vysledky. Z celkem 344 vzorki plazmy testovanych pomoci testu
cobas EGFR bylo 322 (93,6 %) také testovano pomoci metody NGS a 22 nemélo dostatecny objem plazmy k testovani
pomoci NGS.

Byla vyhodnocena analyticka pfesnost testu cobas EGFR v porovnani s referen¢ni metodou NGS pfi detekci mutace
T790M ve vzorcich plazmy. Do analyzy shody bylo zafazeno celkem 320 vzorkd se sparovanymi vysledky testu
cobas EGFR i testu NGS. Procento shody pozitivnich vzorkd (PPA) mezi testem cobas EGFR a NGS bylo 91,5 %
(95% CI: 85,7 % az 95,1 %), procento shody negativnich vzorki (NPA) bylo 91,1 % (95% CI: 86,0 % az 94,4 %)
pti detekei mutace T790M — viz Tab. 38.

Tab. 38 Srovnani testu cobas EGFR v plazmé s NGS pii detekci mutace T790M genu EGFR

Mira shody Procentni shoda (N) 95% CI
Procentni shoda pozitivnich vzorkd (PPA) 91,5 % (129/141) 85,7 %, 95,1 %
Procentni shoda negativnich vzorkda (NPA) 91,1 % (163/179) 86,0 %, 94,4 %
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Ve vzorcich plazmy K2 EDTA ze studie AURA?2 test cobas EGFR detekoval mutace v exonu 18, 19, 20 a 21 genu

EGFR - viz Tab. 39.
Tab. 39 Mutace detekované testem cobas EGFR v kohorté AURA2

Exon Sekvence mutace Zména aminokyselin COSMIC ID"4
2156G>C G719A 6239
18 2155G>A G719S 6252
2155G>T G719C 6253
2235_2249del15 E746_A750delELREA 6223
2236_2250del15 E746_A750delELREA 6225
2236_2256>ATC E746_S752>| 133190
2237_2251del15 E746_T751>A 12678
2237_2255>T E746_S752>V 12384
2237_2258>TATC E746_P753>VS Nenalezeno
2238 _2248>GC L747_A750>P 12422
2239 2247delTTAAGAGAA L747_E749delLRE 6218
2239 2248TTAAGAGAAG>C L747_A750>P 12382
19 2239 2251>C L747_T751>P 12383
2239 2256>CAG L747_S752>Q Nenalezeno
2239 2256del18 L747_S752delLREATS 6255
2239 2258>CA L747_P753>Q 12387
2239 2264>GCCAA L747_A755>AN 85891
2240 _2251del12 L747_T751>S 6210
2240 _2254del15 L747_T751delLREAT 12369
2240_2257del18 L747_P753>S 12370
2240_2264>CGAGAGA L747_A755>SRD Nenalezeno
2253_2276del24 S752_1759delSPKANKEI 13556
2369C>T T790M 6240
20 2303G>T S768l 6241
2573T>G L858R 6224
21 2573 _2574TG>GT L858R 12429
2582T>A L861Q 6213

Korelace mezi vzorky plazmy a tkané pri detekci mutace T790M s pouzitim
vzorkl ze studie AURA2 faze Il

Klinické hodnoceni AURA2% bylo oteviené klinické hodnoceni s jednim ramenem faze I1 k hodnoceni bezpe&nosti

a u¢innosti pfipravku TAGRISSO® (osimertinib) jako 1é¢by druhé nebo > tieti linie u pacientii s pokro¢ilym NSCLC,
u nichz doslo k progresi po ptedchozi terapii schvalenym piipravkem EGFR TKI a kteti byli T790M-pozitivni pii testu
cobas EGFR. Screening podstoupilo celkem 472 pacientdl, 383 pacientd podstoupilo test vzorku tkané a 371 pacientt
mélo platny vysledek testu tkané¢ EGFR na mutaci T790M pfi testu cobas EGFR. Z téchto bylo 233 pacientd T790M-
pozitivnich a 210 pacientl bylo randomizovano ve studii.
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Z 383 zpusobilych pacientd mélo 344 pacientll vzorky K2 EDTA plazmy. Do analyzy bylo zahrnuto celkem 334 vzorki
se sparovanymi vysledky vzorkl tkan€ a plazmy v testu cobas EGFR. Procento shody pozitivnich vzorkt (PPA) mezi
vzorky plazmy a tkané bylo 58,7 % (95% CI: 52,2 %, 65,0 %) a procento shody negativnich vzorkd (NPA) bylo 80,2 %
(95% CI: 71,8 %, 86,5 %) pii detekci mutace T790M. Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) byla 85,6 % (95% CI: 79,2 %,
90,3 %) a negativni prediktivni hodnota (NPV) byla 49,2 % (95% CI: 42,0 %, 56,4 %) pii detekci mutace T790M —

viz Tab. 40.

Hodnoty PPV uvedené v Tab. 40 byly ovlivnény 22 vzorky, které byly T790M-negativni pfi testu cobas EGFR ve tkani
a T790M-pozitivni pfi testu cobas EGFR v plazmé. Osmnact vzorkli bylo potvrzeno jako T790M-pozitivni pomoci NGS
v plazmé a jeden vzorek nemél dostatecny objem pro testovani NGS. Pouze tfi vzorky byly pomoci NGS stanoveny jako
T790M-negativni.

Tab. 40 Shoda mezi vzorky plazmy a tkané pouzité v testu cobas EGFR pfi detekci mutace T790M

Mutace Mira shody Procentni shoda (N) 95% CI
Procentni shoda pozitivnich vzorkd (PPA) 58,7 % (131/223) 52,2 %, 65,0 %
Procentni shoda negativnich vzorka (NPA) 80,2 % (89/111) 71,8 %, 86,5 %
T790M Celkova procentni shoda (OPA) 65,9 % (220/334) 60,6 %, 70,8 %
Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) 85,6 % (131/153) 79,2 %, 90,3 %
Negativni prediktivni hodnota (NPV) 49,2 % (89/181) 42,0 %, 56,4 %

Pozn.: parametry PPA a NPA byly vypo&teny s pouzitim tkané jako reference.
Pozn.: PPV a NPV byly vypoéteny s pouzitim plazmy jako reference.

Shoda mezi vzorky plazmy a tkané pii detekei rezistenéni mutace T790M je niz$i nez u aktiva¢nich mutaci. Hodnota PPA
miiZze byt ovlivnéna heterogenitou tkané: na rozdil od aktiva¢nich mutaci L858R a deleci v exonu 19 mtize byt mutace
T790M ptitomna v malém procentu nadorovych buné€k, protoZe se obecné jedna o ziskanou mutaci; proto T790M cfDNA
muze byt piitomna v plazmé pouze ve velmi nizké koncentraci a pod mezi detekce. Hodnota NPA miize byt také
ovlivnéna heterogenitou nddoru: vzhledem k tomu, Ze mutace T790M nemusi byt pfitomna ve vSech nadorovych butikach,
muze byt biopsie tkan€ provedena v ¢asti nddoru, kde se mutace T790M nevyskytuje, zatimco jiné ¢asti nadoru mohou
byt T790M-pozitivni.”

Vysledné klinické udaje

ENSURE

Ve studii ENSURE z 217 zatazenych pacienti (tj. téch, u nichz byla detekovana delece v exonu 19 nebo mutace L858R
ve vzorku tkané pomoci testu cobas EGFR v1) mélo 214 (98,6 %) k dispozici vzorek K2 EDTA plazmy a 180 pacientii
meélo objem vzorku plazmy 2,0 ml. Ze 180 vzorkl plazmy s objemem 2 ml testovanych pomoci testu cobas EGFR mélo
137 vysledek ,,Mutation Detected* pro deleci v exonu 19 nebo mutaci L858R (68 pacientl v rameni s ptipravkem
TARCEVA®, 69 pacientl v rameni s chemoterapif), 42 mélo vysledek ,,No Mutation Detected* (22 pacienti v rameni

s erlotinibem, 20 pacientll v rameni s chemoterapii) a jeden vzorek poskytl neplatny vysledek. Kaplanovy-Meierovy
ktivky pro PFS vyhodnocené zkousSejicim jsou uvedeny na Obrazek 15 pro pacienty s deleci v exonu 19 nebo mutaci
L858R ve vzorku plazmy. Pacienti v rameni s pfipravkem TARCEVA® méli delsi PFS v porovnani s pacienty v rameni

s chemoterapii a tyto dvé kiivky byly dobfe oddéleny v pribéhu observacniho obdobi (p hodnota < 0,001). To ukazuje na
vyznamny piinos 1é¢by pripravkem TARCEVA® u pacienti s detekovatelnou aktivaéni mutaci genu EGFR v plazmé.
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Obrazek 15 Kaplantv-Meiertv graf doby preziti bez progrese podle l1é€by pro pacienty s mutaci detekovanou testem
cobas EGFR u vzorkt plazmy i tkané (vyhodnoceni zkousejicim) (se vzorky plazmy o objemu 2 ml)

1.0
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Konzistentni pfinos v PFS byl pozorovan u vsech pacientt, kteti méli pozitivni mutaci genu EGFR ve tkani a vzorky
plazmy o objemu 2,0 ml bez ohledu na to, zda méli pozitivni ¢i negativni vysledek na mutaci v plazmé, a tento piinos byl
podobny piinosu PFS pozorovanému v celkové populaci ENSURE ITT (HR = 0,33; 95% CI: 0,23, 0,47) — viz Obrazek 16

nize.

Obrazek 16 Forestiv graf HR u PFS podle vyhodnoceni zkousSejicim (se vzorky plazmy o objemu 2 ml)

Vysledek testu cobas EGFR v plazmé

MD v tk&ni/MD v plazmé (n = 137)

MD v tkani/NMD v plazmé (n = 42)

Reference: Populace ITT se vzorky tkané (n = 217)

HR (95% CI)

0,29 (0,19, 0,45) s
0,37 (0,15, 0,90) I = |
0,33 (0,23, 0,47) P
I I I I I
0,125 0,25 0,5 1 2
Pomeér rizik

Pozn.: MD = Mutation Detected (delece v exonu 19 nebo L858R); NMD = No Mutation Detected (delece v exonu 19 a L858R)
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AURA2

Primarnim cilovym parametrem ucinnosti byla objektivni mira odpovédi (ORR) dle kritérii RECIST 1.1 na zéklad¢
zaslepeného nezavislého centralniho vyhodnoceni (BICR) s pouzitim hodnotitelnych vysledkii pro soubor k analyze
odpovédi. Parametr ORR byl definovan jako pocet (%) pacienti s alespon jednou navstévou a vysledkem uplna odpovéd’
(CR) nebo caste¢na odpoveéd’ (PR), kterd byla potvrzena nejméné Ctyti tydny poté (tj. nejlepsi objektivni odpovéd’ [BOR]
CR nebo PR).

V populaci souboru pro analyzu pro tkan pacientli s vyhodnotitelnou odpovédi (ERAS) (T790M-pozitivni pacienti
7jisténi pomoci testu cobas EGFR ve tkani, ktefi obdrzeli alespont jednu déavku ptipravku TAGRISSO® a méli méfitelné
onemocnéni pifi vstupu do studie dle BICR) mélo 111 pacient T790M-pozitivni K2 EDTA plazmu podle testu

cobas EGFR (tj. byli T790M-pozitivni podle vzorkut tkané i plazmy). Parametr ORR pro tuto podskupinu byl 64,9 %
(72/111, 95% CI: 52,1 %, 70,4 %), coz je velmi podobné hodnoté 64,1 % pozorované u ORR v populaci ERAS se
vzorky tkané.

V populaci tplného souboru pro analyzu (FAS) pro tkan (T790M-pozitivni pacienti podle testu cobas EGFR ve tkani,
ktefi obdrzeli alespont jednu davku piipravku TAGRISSO®) bylo 117 pacientii T790M-pozitivnich podle testu

cobas EGFR v plazmé¢. Parametr ORR pro pacienty s T790M-pozitivnim vysledkem ve vzorcich tkané i plazmy byl
61,5 % (72/117, 95% CI: 55,2 %, 73,7 %), coz je také velmi podobny vysledek hodnoté 61 % pozorované u ORR

v populaci FAS ve tkani. Vysledky téchto analyz — viz Tab. 41. Vzhledem k tomu, ze zatazeni do studie AURA2 bylo
zalozeno na pozitivnich vysledcich testt, vysledné tidaje pro pacienty (T790M plazma-pozitivni, T790M tkan-negativni)
nejsou v této studii k dispozici.

Tab. 41 Objektivni mira odpovédi podle vysledku plazmy mezi zafazenymi pacienty (T790M-pozitivni podle tkané) ze
studie AURA2

Populace . Pocet pacienti
(T790M-pozitivni | VYSI°0kY tesi cobas EGFR N s odpovédi (ORR)* (925 I:;,)
podle vzorku tkané) P y n (%) °
e Y (55,2 %,
_ 0,
’ T790M-pozitivni (FAS v plazmé) 117 72 (61,5 %) 73,7 %)
Uplny soubor (51,3 %
k analyze ve tkani T790M-negativni 89 53 (59,6 %) 73 0 0/0)'
(FAS ve tkani) A
. - (57,0 %,
0,
Celkové (FAS ve tkani) 210 128 (61,0 %) 70,8 %)
e . (52,1 %,
T790M-pozitivni (ERAS v plazmé) 111 72 (64,9 %) 70.4 %
Soubor pro analyzu A %)
s vyhodnotitelnou o o (48,6 %,
odpovédi ve tkani T790M-negativni 83 52 (62,7 %) 69.8 %)
(ERAS ve tkani) (54,0 %
. - o 0 %,
Celkové (ERAS ve tkani) 198 127 (64,1 %) 67.6 %)

@ Odpovédi zahrnuji pouze potvrzené odpovédi.

07340761001-08CS

Doc. Rev. 8.0 69



CAST B: Uréeno pro pouziti se vzorky plazmy cobas® EGFR Mutation Test v2

FLAURA

I Klinické hodnoceni faze Il pro prvni linii Ié€by pFipravkem TAGRISSO®

Celkem 994 pacientii podstoupilo screening ve studii FLAURA!® 556 pacientii bylo randomizovano do tohoto klinického
hodnoceni a 438 neproslo screeningem. Z 556 randomizovanych pacientd do studie FLAURA bylo 537 zptsobilych pro
analyzu studie. Z 537 pacientl zptsobilych ke studii bylo 276 randomizovéano na zéklad¢ centralniho testu tkané

cobas EGFR, z nichz u 254 byl k dispozici pro testovani vzorek plazmy K2 EDTA a 190 bylo pozitivnich na test plazmy
cobas EGFR (pEGFRm+); 261 bylo randomizovano zakladé mistniho testu tkan¢, z nichz u 242 byl k dispozici vzorek
plazmy pro testovani se 169 pozitivnimi vysledky na test plazmy cobas EGFR (136 pozitivnich vysledkl testu tkané
cobas EGFR (tEGFRm+), 1 negativni vysledek testu tkdn¢ cobas EGFR (tEGFRm-) a 32 neplatnych/netestovanych
testem tkan¢ cobas).

U primarni populace plazmy tEGFRm+ a pEGFRm+ dle testu cobas EGFR, N = 326, 190 centralné¢ randomizovanych

a 136 mistné randomizovanych) byl HR 0,41 (95% CI: 0,31, 0,54) a HR pro FLAURA FAS (tEGFRm+, N = 556)

byl 0,46 (95% CI: 0,37, 0,58). Proto je u¢innost ptipravku u primarni populace plazmy konzistentni s populaci FLAURA
FAS. Kaplan Meierova kiivka pro primarni populaci plazmy s deleci v exonu 19 nebo mutaci L858R ve vzorku plazmy je
znazornéna na obrazku (Obrazek 17).

Obrazek 17 Kaplan-Meierova krivka PFS podle Ié€by pro primarni populaci plazmy FLAURA (pacienti, jejichz vysledky byly
cobas tEGFRm+ a cobas pEGFRm+, n = 326)

PFS
1,0 2

1: Osimertinib

0,9 - — 2: SoC

0,8 |
Log-rank test (P < 0,0001)
HR = 0,41, 95% CI[0,31, 0,54]

0,61
0,5 |
04 |
03 | )
0,2 | .

0,1 T

0,0

T T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Mésice po lé¢bé
N s rizikem

1165 161 144 126 107 82 42 18 3 0
161 141 108 82 53 39 17 1 0

Superiorita ptipravku TAGRISSO® oproti standardni 1é¢bé byla konzistentni ve viech podskupinéch s pozitivnimi
vysledky plazmy definovanymi dle mistniho a centralniho stavu zatazeni cobas tEGFR, pfi¢emz HR bylo v rozmezi od
0,39 do 0,48 a v souladu s HR ziskanym u populace FLAURA FAS (HR = 0,46), jak je zndzornéno nize (Obrazek 18).
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Obrazek 18 Forest graf pro HR u podskupin FLAURA definovanych podle mistniho a centralniho stavu testu cobas EGFR

Populace studie* HR (95% Cl)
POP1 (n = 326) 0,41 (0,31, 0,54) |
POP2 (n = 190) 0,43 (0,30, 0,62) I = i
POP3 (n = 136) 0,39 (0,26, 0,59) = {
POP4 (n = 169) 0,48 (0,33, 0,70) I = {
POPS5 (n = 359) 0,45 (0,35, 0,58) P
Celkem (n=537) 0,46 (0,37, 0,58) L
tFAS (n = 556) 0,46 (0,37, 0,58) e
0,I25 0:5 1
Pomeér rizik

POP = populace (podskupina).

* POP1: vSichni randomizovani pacienti s pozitivnim testem tkané cobas a s pozitivhim testem plazmy cobas.
POP2: Pacienti randomizovani podle testu tkané cobas a také pozitivni v testu plazmy cobas.

POP3: pacienti randomizovani podle mistniho testu tkané a také pozitivni v testu tkané a plazmy cobas.
POP4: pacienti randomizovani podle mistniho testu tkdné a také pozitivni v testu plazmy cobas.

POPS5: vSichni randomizovani pacienti s pozitivnim testem plazmy cobas.

Souhrnné: véichni randomizovani pacienti kromé 19 pacientt z Ciny.

tFAS: v8ichni randomizovani pacienti (Upiny soubor k analyze FLAURA).

Il Analyza standardni 1é¢éby pFipravkem IRESSA®

Samostatna analyza byla provedena u pacientii z ramene se standardni 1é¢bou (SoC) 1é&enych piipravkem IRESSA®
(gefitinib). Ze vSech pacientii 1é¢enych piipravkem IRESSA®, u nichZ zkousejici vyhodnotil objektivni odpovéd’ ve studii
FLAURA, bylo 105 pacientt pozitivnich podle testu cobas provedeného na plazmé ze vzorki K2 EDTA. ORR pro
vSechny pacienty s pozitivnim vysledkem cobas pro plazmu bylo 71,4 % (75/105, 95% CI: 62,2 %, 79,2 %, POP4 —

viz Tab. 42.

Ze 105 pacientl s pozitivnimi vysledky z testu plazmy cobas bylo 47 pacientti randomizovano dle testu tkané cobas
(primarni populace u¢innosti pro test plazmy cobas) a 58 pacientli bylo randomizovano dle mistniho testu. Celkem

36 pacientil bylo dle vyhodnoceni zkousejiciho povazovano za pacienty s odpovédi na 1é¢bu (respondéry) v primarni
populaci ucinnosti pro test plazmy cobas (n = 47), s vyslednym ORR 76,6 % (95% CI: 62,8 %, 86,4 %, POP1 v Tab. 42).

ORR bylo 62,2 % (28/45, 95% CI: 47,6 %, 74,9 %) u mistné¢ randomizovanych pacientd, ktefi byli pozitivni dle testu
tkan¢ cobas i testu plazmy cobas (POP2 v Tab. 42). ORR bylo 69,6 % (64/92, 95% CI: 59,5 %, 78,0 %) u vSech pacientii
1é¢enych piipravkem IRESSA®, ktefi byli pozitivni dle testu tkané cobas i testu plazmy cobas (POP3 v Tab. 42). Forest
graf ORR u jinych populaci pacientl je zndzornén na Obrazek 19. Vysledky naznacuji, ze 1écebny ucinek ptipravku
IRESSA® na zakladg testu plazmy cobas byl zachovan v kazdé dil¢i populaci a byl konzistentni s vysledky uvadénymi

v ptivodni registracni studii (IFUM) u pacientl vybranych k 1é¢bé& piipravkem IRESSA®. "3
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Tab. 42 ORR pro pacienty lééené pfipravkem cobas IRESSA® ve studii FLAURA pozitivni na test plazmy
Pacienti pozitivni na test plazmy (pEGFR+) v rameni SoC lééeni pfipravkem IRESSA®
Objektivni odpovéd pEGFR+ PEGFR+ randomizovani mistné (Local tEGFR+)
na léébu randomi’onani cobas tEGFR Celkem
centralné cobas tEGFR+ | cobas tEGFR- Neplatné/
(cobas tEGFR¥) netestovano
Pocet pacientl 47 45 12 105
Odpovéd 36 28 10 75
Bez odpovédi 11 17 2 30
POP1=76,6 % POP2 =62,2 % POP4 =71,4 %
(36/47: (28/45: - (75/105:
ORR (%, 95% Cl) 62,8 %, 86,4 %) 47,6 %, 74,9 %) 62,2 %, 79,2 %)
POP3 =69,6 % i i
(64/92: 59,5 %, 78,0 %)

Poznamka: tEGFR = tkanovy EGFR; pEGFR = plazmovy EGFR; CI = (skore) interval spolehlivosti.
POP = populace (podskupina).

POP1: ORR pro pacienty cobas pEGFR+ randomizované podle testu tkané cobas (primarni populace ucinnosti pro test plazmy

cobas).

POP2: ORR pro pacienty pozitivni na test plazmy a tkdné cobas randomizované dle mistniho testu tkané.
POP3: ORR pro v8echny pacienty pozitivni na test plazmy a tkané cobas.

POP4: ORR pro v§echny pacienty pozitivni na test plazmy cobas.

Obrazek 19 Forest grafy ORR podle testu cobas EGFR v plazmé u riznych populaci

Populace studie

POP1

POP2

POP3

POP4

ORR % (95% Cl)

76,6 % (36/47: 62,8 %, 86,4 %)

62,2 % (28/45: 47,6 %, 74,9 %)

69,6 % (64/92: 59,5 %, 78,0 %)

71,4 % (75/105: 62,2 %, 79,2 %)

0,4

0,5

0.6 0,7 0,8
ORR

0,9 1

POP = populace (podskupina).
POP1: ORR pro pacienty cobas pEGFR+ randomizované podle testu tkdné cobas (primarni populace ucinnosti pro test plazmy

cobas).

POP2: ORR pro pacienty pozitivni na test plazmy a tkané cobas randomizované dle mistniho testu tkané.

POP3: ORR pro v8echny pacienty pozitivni na test plazmy a tkané cobas.

POP4: ORR pro v§echny pacienty pozitivni na test plazmy cobas.
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Znacky vysledku

Vysvétleni znacek vysledk

Kod znacky ukazuje pfi¢inu znacky; kody uvadi Tab. 43.

Tab. 43 Pri¢ina znacky
Kod znacky za€ina pismenem Pri¢ina znacky Priklad
Mma Mnohocetné &i jiné davody M6
R Interpretace vysledku R20
z2 Analyzator Z1

a Viz Navod k pouZiti systému cobas® 4800 nebo Asistent uzivatele systému cobas® 4800.

Tab. 44 uvadi vSechny znacky vysledkli systému, které jsou relevantni pro uzivatele.

Tab. 44 Seznam znacek interpretace vysledk
Koéd znacky | Zavaznost | Popis Doporuceny ukon
R797, R807, | Chyba Nelze detekovat zadny cil Opakujte vzorek. Viz ¢ast Postup testu.
R817, R827, Tyto koédy znagek ukazuji, ze doslo k negativnimu vysledku vzorku
R837, R842, (tj. vzorek nemusel byt pfidan do jedné nebo vice jamek).
R847
R700, R718, | Chyba Nelze detekovat kontrolu Cyklus opakujte. Viz ¢ast Postup testu.
R724, R736, mutace Tyto kody znacek ukazuiji, ze algoritmus pro uréeni ohybu zjistil
R742, R748, chybu, ktera mlze nastat v pfipadé atypického vzorce fluorescence
R766, R712, nebo Sumu.
R754, R760
R701, R719, | Chyba Nelze detekovat kontrolu Cyklus opakujte. Viz ¢ast Postup testu.
R725, R737, mutace Tyto kody znacek ukazuji, ze vzorek mél negativni vysledek pro
R743, R749, kontrolu mutace. Existuje moznost, Ze DNA kontrola mutace nebyla
R767, R713, pfidana do jedné ¢&i vice jamek.
R755, R761
R702, R720, | Chyba Kontrola mutace je mimo Cyklus opakujte. Viz ¢ast Postup testu.
R726, R738, rozsah Tyto kody znagek ukazuji, ze pozorovana hodnota Ct u kontroly
R744, R750, mutace byla nad stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pfili§
R768, R714, vysoky).
R756, R762 Mozné dlivody mohou byt:
1. nespravna priprava pracovniho Master Mixu;
2. chyba pipetovani pfi pfidavani pracovniho Master Mixu do jamky
mikrotitracni desticky;
3. Chyba pipetovani pfi pfidavani kontroly mutace do jamky
mikrotitracni desticky.
R703, R721, | Chyba Kontrola mutace je mimo Cyklus opakujte. Viz ¢ast Postup testu.
R727, R739, rozsah Tyto kody znacek ukazuji, ze pozorovana hodnota Ct u kontroly
R745, R751, mutace byla pod stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pFilis
R769, R715, nizky). Tato chyba se mUize vyskytnout v pfipadé kontaminace DNA.
R757, R763
R772, R778, | Chyba Negativni kontrola nemohla Cyklus opakujte. Viz ¢ast Postup testu.
R780, R784, byt detekovana Tyto kody znagek ukazuji, Zze algoritmus pro uréeni ohybu zjistil
R786, R788, chybu, ktera mlze nastat v pfipadé atypického vzorce fluorescence
R794, R776, nebo Sumu.
R790, R792
R773, R779, | Chyba Negativni kontrola je mimo Cyklus opakujte. Viz ¢ast Postup testu.
R781, R785, rozsah Tyto kody znacek ukazuji, Ze negativni kontrola méla pozitivni
R787, R789, vysledek (tj. doSlo ke kontaminaci).
R795, R777,
R791, R793
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Koéd znacéky | Zavaznost | Popis Doporuceny ukon

R796, R816, | Chyba Nelze detekovat zadny cil Opakujte vzorek. Viz ¢ast Postup testu.

R826, R836, Tyto kody znacek ukazuji, ze algoritmus pro uréeni ohybu zjistil

R806, R841, chybu, ktera mlze nastat v pfipadé atypického vzorce fluorescence

R846 nebo Sumu.

R799, R819, | Chyba Vysledek je mimo rozsah Opakujte vzorek. Viz ¢ast Postup testu.

R829, R839, Tyto kdédy znaek ukazuji, Ze u vzorku byla pozorovana atypicky

R809, R844, nizka hodnota Ct.

R849

R800, R820, | Chyba Vysledek je mimo rozsah Opakujte vzorek. Viz ¢ast Postup testu.

R830, R840, Tyto kody znacek ukazuji ze u vzorku byl pozorovan atypicky vztah

R810, R845, mezi hodnotou Ct mutace a Ct vnitfni kontroly.

R850

R811, R831, | Chyba Vnitini kontrola nemohla byt Opakujte vzorek. Viz ¢ast Postup testu.

R851 detekovana Tyto kody znagek ukazuji, Zze algoritmus pro uréeni ohybu zjistil
chybu, ktera mlze nastat v pfipadé atypického vzorce fluorescence
nebo Sumu.

R812, R832, | Chyba Vnitfni kontrola nemohla byt Opakujte vzorek. Viz ¢ast Postup testu.

R852 detekovana Tyto kody znagek ukazuji, ze vysledek vnitfni kontroly vzorku nebyl
platny. Nepfitomnost platného vysledku vnitfni kontroly mize
znamenat nasleduijici:

1. 8patnou kvalitu genomické DNA ze vzorku;

2. nevhodné zpracovani vzorku;

3. pfitomnost inhibitord PCR ve vzorku;

4. vyskyt vzacnych mutaci v oblastech genomické DNA pokrytych
vnitfni kontrolou primerd a/nebo sondami;

5. moznost, Ze DNA vzork( nebyla pfidana do jedné ¢i vice jamek;
6. jiné faktory.

R813, R834, | Chyba Vnitfni kontrola mimo rozmezi | Opakujte vzorek. Viz ¢ast Postup testu.

R853 testu Tyto kody znacek ukazuji, ze vysledek vnitfni kontroly vzorku nebyl
platny. Nepfitomnost platného vysledku vnitini kontroly maze
znamenat nasleduijici:

1. 8patnou kvalitu genomické DNA ze vzorku;
2. nevhodné zpracovani vzorku;
3. pfitomnost inhibitord PCR ve vzorku;
4. vyskyt vzacnych mutaci v oblastech genomické DNA pokrytych
vnitfni kontrolou primerd a/nebo sondami;
5. moznost, ze DNA vzorkd nebyla pfidana do jedné &i vice jamek;
6. jiné faktory.
R814, R833, | Chyba Vnitfni kontrola mimo rozmezi | Opakujte vzorek. Viz ¢ast Postup testu.
R854 testu Tyto kdédy znaek ukazuji, Ze u vzorku byla pozorovana atypicky

nizka hodnota Ct vnitfni kontroly. Tato chyba muize nastat pokud je
smés PCR pfeplnéna koncentrovanou genomickou DNA.
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Doplnujici
Symboly

informace

V oznacovani diagnostickych produktii spolecnosti Roche PCR se pouzivaji nasledujici symboly.

Tab. 45

Age/DOB| vék nebo datum narozeni

Pomocny software

swW

Ptirazené rozmezi

| Assigned Range [copies/mL] | (kopie/m)

Ptirazené rozmezi

| Assigned Range [1U/mL] U/

|EC|REP)

[IRRRRRNRNN
BARCODE

LOT
(Sl% Biologicka rizika

REF

Zplnomocnény zastupce
pro evropské spolecenstvi

Datovy list s ¢arovymi kédy

Cislo arze

Katalogové ¢islo

Znacka shody CE. Tento

prostfedek odpovida
prislusnym pozadavkim
pro zna¢ku shody CE pro

diagnosticky zdravotnicky
prostredek in vitro

Collect Date| Datum odbéru

o] .
Eﬂ Ctéte ndvod k pouziti

Obsah vystaci
pro <n> testd

4

CONTENT

Obsah soupravy

CONTROL | Kontrola

Datum vyroby

[ |
” Prostiedek pro testovani
u lizka pacienta
[ 4
[

Prostfedek pro
A\ samotestovani

£

07340761001-08CS

Prostfedek neni pro
testovani u l0Zka pacienta

)

Prostfedek neni uréen pro
samotestovani

#® Distributor
(Pozn.: pod symbolem muzZe byt
uvedena piislusna zemé/oblast.)

Nepouzivejte opakované

Zena

Pouze pro vyhodnoceni
vykonnosti IVD

Globalni ¢islo obchodni
polozky

Dovozce

@ g a:*«»i-O@@@@

Zdravotnicky prostredek
pro in vitro diagnostiku

<
=

Dolni mez pfirazeného
rozmezi

F
r—
=

Muz

Vyrobce

E.2

Negativni kontrola

Nesterilni

1

Jméno pacienta

Cislo pacienta

Zde odloupnout

e

CONTROL | + | Pozitivni kontrola

[ QS copies /PCR

Symboly pouzité pfi ozna¢ovani diagnostickych produktii PCR spolec¢nosti Roche

Kopie IU na reakci PCR,
pouzijte mezinarodni
as IU/PCR jednotky (UI) QS na reakci

PCR pfi vypoctu vysledk.

Sériové ¢islo

SN

Site

Pracovisté

| Procedure | Standard | Standardni postup

|STERILE|FO)

Sterilizovano ethylenoxidem

Uchovavejte v temnu

Omezeni teploty

Definiéni soubor testu

Neklopit

ie-o s

| Procedure | UltraSensitive | Ultracitlivy postup

Jedine¢na identifikace
prostiedku

UDI
Horni mez prifazeného

ULR rozmezi
Urine Fill Line| Hladina pro naplnéni mo¢i

Pouze pro USA: podle

federdIniho zakona smi byt
Rx Only tento piistroj prodavan

pouze lékafem nebo

na jeho objedndvku.

2 Datum expirace

Kopie QS na reakci PCR, pouzijte kopie QS
na reakci PCR pfi vypoctu vysledk.
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Technicka podpora

Pro technickou podporu (asistenci) kontaktujte mistni zastoupeni:
https://www.roche.com/about/business/roche worldwide.htm

Vyrobce
Tab.46 Vyrobce

Vyrobeno ve Spojenych statech

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany
www.roche.com

Vyrobeno v USA

Ochranné znamky a patenty

Viz https://diagnostics.roche.com/us/en/about-us/patents

Autorska prava
©2023 Roche Molecular Systems, Inc.
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Revize dokumentu

Informace k revizi dokumentu
Doc Rev. 8.0

V oddilu Potfebné vybaveni a software, které neni souéasti dodavky v ¢astech Oddil A a Oddil B
07/2023 byla verze softwaru systému aktualizovana na 2.2 a byl pfidan odkaz ke karté s informacemi o vyrobku.
Bylo aktualizovéno oznac¢eni znackou cobas®.

Byl aktualizovén oddil Ochranné znamky a patenty véetné odkazu.

Méte-li jakékoli dotazy, kontaktujte zastupce spole¢nosti Roche.
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